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RESUMO   

O estresse oxidativo, definido como o desequilíbrio entre a produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e os mecanismos antioxidantes, tem sido correlacionado a patogênese 

de uma série de doenças inflamatórias, incluindo a doença periodontal. A produção 

exagerada de ROS pode aumentar o dano oxidativo de proteínas no periodonto e contribuir 

para destruição tecidual. A produção de enzimas antioxidantes, necessária para 

contrabalancear os efeitos nocivos do estresse oxidativo, é em parte regulada pela via de 

sinalização Nrf2 (nuclear factorerythroid 2 related factor 2). Além de atuar na ativação de 

fatores antioxidantes, Nrf2 é capaz de inibir ativação de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias, metaloproteinases da matriz e fatores de transcrição envolvidos na 

modulação de citocinas pró-inflamatórias, todos fatores envolvidos na patogênese de 

doenças inflamatórias. Em função de suas atividades biológicas e ausência de toxicidade, 

um ativador farmacológico de Nrf2, fumarato de dimetila (DMF), tem sido utilizado no 

tratamento clínico de doenças inflamatórias, como esclerose múltipla e psoríase, e diversos 

estudos clínicos têm avaliado seu potencial terapêutico em outras patologias inflamatórias 

como câncer, diabetes e artrite reumatoide. Além da função antioxidante, DMF têm 

demonstrado reduzir a ativação de vias de sinalização intracelular importantes na produção 

de mediadores inflamatórios, como NF-kB, além de inibir a osteoclastogênese in vitro e a 

reabsorção óssea in vivo. Na doença periodontal, poucos estudos têm avaliado o papel de 

Nrf2 sobre a progressão da doença, e até o momento, não há dados sobre os efeitos 

biológicos da administração de DMF na periodontite. A hipótese deste trabalho é que a 

administração de DMF pode reduzir a severidade da destruição do tecido conjuntivo e a 

reabsorção do osso alveolar associadas à periodontite, através da modulação de vias de 

sinalização intracelular necessárias para expressão e ativação de citocinas inflamatórias e 

homeostase redox. Para avaliar esta hipótese, a periodontite foi induzida pela colocação de 

ligaduras ao redor dos primeiros molares inferiores, bilateralmente, e DMF (100mg/kg) foi 

administrado por gavagem oral, diariamente, durante 10 dias. Água destilada foi 

administrada aos animais controle (com e sem ligadura). RT-qPCR foi usado para 

determinar a expressão de fator de necrose tumoral alfa (Tnf-α), prostaglandina-

endoperoxido-sintase-2 (Ptgs-2), óxido nítrico sintase induzível (iNOS), e superóxido 

dismutase (Sod1) nos tecidos gengivais. O processo inflamatório foi avaliado através da 

análise estereométrica, enquanto a modulação da sinalização Fator Nuclear κB (NF-kB) foi 

avaliada por western-blot (IKBα). A reabsorção óssea foi determinada por microtomografia 

computadorizada. Os resultados indicaram que DMF reduziu marcadamente a inflamação 

nos tecidos gengivais prevenindo o aumento do infiltrado celular e de vasos sanguíneos. 

Estes efeitos foram associados à redução dos níveis de mRNA de Tnf-alpha e iNOS e 

aumento da expressão antioxidante de Sod.  A reabsorção óssea e os níveis de IKBα não 

foram modulados pelo composto. Estes resultados indicam que a administração oral de 

DMF inibiu a resposta inflamatória associada à periodontite, e pode ser útil no tratamento 

desta condição.   
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ABSTRACT  

Oxidative stress, defined as the imbalance between the production of reactive oxygen 

species (ROS) and antioxidant mechanisms, has been correlated with the pathogenesis of 

a number of inflammatory diseases, including periodontal disease. The exaggerated 

production of ROS can increase the oxidative damage of proteins in the periodontium and 

contribute to tissue destruction. The production of antioxidant enzymes, necessary to 

counterbalance the harmful effects of oxidative stress, is in part regulated by the Nrf2 

(nuclear factor-erythroid 2 related factor 2) signaling pathway. In addition to acting on the 

activation of antioxidant factors, Nrf2 is capable of inhibiting the activation of 

inflammatory cytokines and chemokines, matrix metalloproteinases and transcription 

factors involved in the modulation of pro-inflammatory cytokines, all factors involved in 

the pathogenesis of inflammatory diseases. Due to its biological activities and lack of 

toxicity, a pharmacological activator of Nrf2, dimethyl fumarate (DMF), has been used in 

the clinical treatment of inflammatory diseases, such as multiple sclerosis and psoriasis, 

and several clinical studies have evaluated its therapeutic potential in other inflammatory 

pathologies such as cancer, diabetes and rheumatoid arthritis. In addition to its antioxidant 

function, DMF has been shown to reduce the activation of intracellular signaling pathways 

important in the production of inflammatory mediators, such as NF-kB, in addition to 

inhibiting osteoclastogenesis in vitro and bone resorption in vivo. In periodontal disease, 

few studies have evaluated the role of Nrf2 on disease progression, and to date, there are 

no data on the biological effects of DMF administration in periodontitis. The hypothesis 

of this work is that the administration of DMF can reduce the severity of connective tissue 

destruction and alveolar bone resorption associated with periodontitis, through the 

modulation of intracellular signaling pathways necessary for the expression and activation 

of inflammatory cytokines and redox homeostasis. To assess this hypothesis, periodontitis 

was induced by placing ligatures around the first molars, and DMF (100mg/kg) was 

administered by oral gavage daily for 10 days. Distilled water was administered to control 

animals (with and without ligature). RT-qPCR was used to determine the expression of 

Tnf-alpha, prostaglandin-endoperoxide synthase-2 (Ptgs-2), iNOS and superoxide 

dismutase (Sod1) in gingival tissues. The inflammatory process was evaluated by 

stereometric analysis, while the modulation of NF-kB (IKBα) signaling was evaluated by 

western-blot. Bone resorption was determined by computed microtomography. The results 

indicated that DMF did not prevent bone resorption, but markedly reduced inflammation 

in gingival tissues by preventing increased cell and blood vessel infiltration, and 

decreasing Tnf-alpha and iNOS mRNA levels. The pharmacological agent also increased 

the antioxidant expression of Sod in periodontal tissues. Interestingly, IKBα levels were 

not modulated by DMF. These results indicate that oral administration of DMF inhibited 

the inflammatory response associated with periodontitis, and may be useful in the 

treatment of this condition.  

 

 

Keywords:  Periodontitis. Dimethyl fumarate. Inflammation. Rats.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nesta seção apresentamos os embasamentos literários utilizados para a execução do 

trabalho.  

 

1.1 Relevância do estresse oxidativo na periodontite e o papel de Nrf2   

   

A periodontite é uma condição inflamatória crônica, resultante de uma resposta imune 

inadequada a um biofilme microbiano disbiótico1 sendo considerada a doença inflamatória mais 

comum da cavidade bucal (afeta 10% a 15% da população adulta)2. Os patógenos bacterianos 

elicitam uma resposta inflamatória local, que pode progredir pelos tecidos periodontais 

provocando a produção exagerada de mediadores pró-inflamatórios, enzimas proteolíticas e 

espécies reativas do oxigênio (ROS), causando degradação dos tecidos conjuntivo e ósseo ao 

redor dos dentes.   

Embora as espécies reativas de oxigênio tenham um importante papel na sinalização 

celular, regulação gênica e defesa antimicrobiana3, sua produção exagerada por neutrófilos com 

fenótipo “hiperativo”, associada a uma deficiência relativa de antioxidantes, pode induzir um 

aumento no dano oxidativo de proteínas no periodonto e nos níveis de marcadores de 

peroxidação lipídica na saliva e fluido gengival, causando alterações patológicas e destruição 

dos tecidos periodontais4. 

A produção de radicais livres durante o processo de fagocitose por neutrófilos 

polimorfonucleares, induz um desequilíbrio oxidativo que pode provocar danos direto ao tecido 

conjuntivo periodontal, além de estimular mecanismos inflamatórios relevantes tanto na 

degradação de tecido mineralizado quanto não mineralizado5.  Níveis aumentados de ROS 

podem induzir o aumento da razão RANKL/OPG, além de estimular a ativação de fatores de 

transcrição (NF-kB, NFATc1), e mediadores inflamatórios (IL-6, TNF-α, MMP-13) 

fundamentais para osteoclastogênese e degradação tecidual5,1. 

 Resultados de diferentes estudos têm demonstrado níveis aumentados de marcadores do 

estresse oxidativo na saliva, fluido crevicular gengival e plasma de pacientes com 

periodontite3,4,6 e redução destes marcadores após tratamento periodontal não cirúrgico7. De 

maneira semelhante, indivíduos com quadro mais severo de periodontite exibem menores níveis 

de capacidade total antioxidante no plasma quando comparados com pacientes periodontalmente 

saudáveis8, demonstrando que o estresse oxidativo têm um papel relevante na patogênese da 

doença periodontal.   
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A produção de enzimas antioxidantes, necessária para contrabalancear os efeitos nocivos 

do estresse oxidativo, é em parte regulada pela via de sinalização Nrf2. Em condições normais, 

este fator de transcrição está presente no citoplasma celular em associação a keap1 (Kelch-like 

ECH-associated protein 1). Em resposta ao estresse oxidativo, resíduos de cisteína de Keap1 são 

modificados causando uma alteração conformacional que induz a fosforilação de Nrf2 e sua 

migração para o núcleo, induzindo então o aumento da expressão de genes antioxidantes9.   

          Além do papel central no mecanismo de resistência ao estresse oxidativo9, Nrf2 pode 

inibir a ativação de citocinas e quimiocinas inflamatórias, fatores de adesão celular, 

metaloproteinases da matriz e vias de sinalização intracelulares envolvidas na modulação de 

citocinas pró-inflamatórias, como NF-Kb10,11 e as MAPKinases, todos fatores importantes na 

patogênese das doenças inflamatórias. De fato, uma deficiência na atividade de Nrf2 parece estar 

relacionada à severidade do dano oxidativo em diversas doenças como câncer, diabetes, artrite 

reumatoide, osteoartrite, esclerose múltipla e doença de Parkinson12,13. 

           Estudos pré-clínicos utilizando modelos de diabetes14-16 e artrite reumatoide17-20 têm 

indicado um efeito positivo da ativação de Nrf2 sobre a melhora dos sinais e sintomas da doença.  

Redução do estresse oxidativo em células β-pancreáticas, maior sensibilidade à insulina e 

modulação de citocinas inflamatórias, são alguns dos mecanismos associados ao efeito da 

ativação da via na redução da diabetes e suas complicações21-23. De maneira semelhante, a 

ativação de Nrf2 demonstrou reduzir a migração e proliferação de fibroblastos sinoviais, e a 

fosforilação de NF-kB24 in vitro, além de suprimir a degradação da articulação sinovial e 

apoptose de condrócitos em ratos25. 

             Apesar dos diversos resultados demonstrando a função relevante de Nrf2 na patogênese 

de doenças inflamatórias, poucos estudos têm avaliado seu papel na periodontite. Dados 

anteriores demonstraram que neutrófilos de pacientes com periodontite crônica apresentaram 

uma modulação negativa na expressão de mais de 20 genes relacionados ao estresse oxidativo, 

além de inibição da ativação de Nrf2, em relação aos neutrófilos de pacientes saudáveis14. Além 

disso, animais nocaute para Nrf2 submetidos à indução da doença periodontal em modelo 

experimental de ligadura, mostraram um grau de periodontite mais severa e maiores níveis de 

fatores oxidantes nos tecidos gengivais14, indicando o aumento do estresse oxidativo nestes 

animais.   
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1.2 DMF, um importante ativador de Nrf2 com diversas propriedades anti-inflamatórias  

Recentemente, diversos compostos com habilidade de ativar a via de sinalização de Nrf2 

têm sido investigados pelo seu potencial anti-inflamatório, antioxidante e anti-carcinogênico. 

Entre estes compostos, DMF têm atraído especial atenção em função da sua eficácia e segurança 

farmacológica.   

Aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento clínico de 

pacientes com esclerose múltipla e psoríase26, a administração de DMF têm demonstrado reduzir 

os sintomas e a progressão destas doenças, além de reduzir o número de pacientes com 

recidiva27. Seu mecanismo de ação ainda não é totalmente compreendido, mas está bem 

estabelecido que o DMF desempenha efeitos imunorreguladores em vários tipos de células 

imunes, reduzindo o estresse oxidativo (através da redução de ROS, aumento na produção de 

fatores antioxidantes e ativação de Nrf2)28 e modulando importantes vias de sinalização 

intracelular, como NF-kB29.  Além disso, pacientes com esclerose múltipla tratados com DMF 

também apresentaram menor expressão células T CD8+ e T CD4+, células B e células 

dendríticas plasmocitóides em comparação ao grupo placebo, mostrando o efeito do composto 

em diversas células do sistema imune30.    

De fato, muitos dos efeitos biológicos de DMF estão relacionados a capacidade do 

composto de inibir KEAP1, favorecendo a translocação nuclear e ativação de Nrf2, e habilidade 

de inibir direta e indiretamente a via NF-kB, o que faz destes fatores de transcrição, alvos 

preferenciais do composto31. Curiosamente, enquanto DMF inibe a via NF-κB, capaz de induzir 

eventos intracelulares que levam à diminuição da inflamação, esses eventos estimulam a 

ativação de Nrf2; e da mesma forma, a ativação de Nrf2 por DMF induz eventos intracelulares 

que estimulam à inibição de NF-κB31. O equilíbrio entre a ativação da via NRF2/KEAP1 e NFκB 

por DMF parece ser, portanto, imperativo para os efeitos anti-inflamatórios do composto.  

Além das propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, a ausência de toxicidade e 

facilidade no regime de administração (via oral), tem motivado a realização de diversos estudos 

clínicos (fase I e II), avaliando os efeitos do composto sobre diferentes tipos de câncer, doenças 

inflamatórias intestinais, artrite e esclerose.31 Uma busca no site de registros clínicos32 encontrou 

125 estudos clínicos, 22 deles em fase ativa.   

           Em modelos pré-clínicos, DMF também tem demonstrado atenuar a progressão de 

doenças inflamatórias. A administração oral do composto, preveniu em 25% a incidência de 

diabetes autoimune em modelo espontâneo da doença em camundongos (NOD, nonobese 

diabetic)33.  Redução dos níveis sistêmicos de mediadores inflamatórios (IL-1α, IL-1β, IL-2, 

IL4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12p70, IFN-γ, TNF-α, MCP-1 e CXCL16) nos animais tratados com o 
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composto, foram associados a redução da insulite e diminuição no número de animais que 

desenvolveram a doença33. De maneira semelhante, administração sistêmica de diferentes doses 

de DMF (25mg/kg, 50mg/kg, 100mg/kg) reduziu os sinais e sintomas da artrite reumatoide 

experimentalmente induzida em ratos, inibiu de maneira dose-dependente os níveis sistêmicos 

de TNF-α, IL-1β, proteína C reativa (CRP), NO e malondialdeído (MDA), e aumentou os níveis 

dos fatores antioxidantes, (superóxido dismutase (SOD) e glutathione peroxidase (GSH)), e a 

ativação de Nrf234.  

Tendo em vista a capacidade do composto de modular alvos importantes na reabsorção 

óssea, estudos avaliando seu potencial anti-reabsortivo demonstraram que o tratamento de 

macrófagos (RAW 264.7) com DMF, inibiu a atividade e diferenciação de osteoclastos 

estimulados com RANKL, atenuou o estresse oxidativo (reduzindo os níveis de ROS, e 

aumentando a expressão de genes antioxidantes) e induziu a translocação nuclear de Nrf235.  In 

vivo, a administração local de DMF na calvária de camundongos, inibiu a reabsorção óssea 

induzida por LPS35. Estes resultados sugerem, que DMF pode ser um candidato potencial no 

tratamento de doenças osteolíticas inflamatórias, como a periodontite, osteoporose e tumores 

ósseos.  

Considerando o papel do estresse oxidativo sobre a destruição periodontal, e os efeitos 

antioxidantes, anti-inflamatórios e antirreabsortivos de DMF, o objetivo deste estudo é avaliar 

os efeitos biológicos da administração sistêmica do composto sobre a reabsorção óssea e 

inflamação em modelo de doença periodontal experimental.    
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2 PROPOSIÇÃO   

 

A hipótese deste trabalho é que a administração de DMF pode reduzir a severidade da 

destruição do tecido conjuntivo e a reabsorção do osso alveolar associadas à doença periodontal 

experimental através da modulação de vias de sinalização intracelular necessárias para expressão 

e ativação de citocinas inflamatórias e homeostase redox. Para avaliar esta hipótese, os objetivos 

específicos deste estudo foram:  

 - Avaliar o efeito da administração sistêmica de DMF sobre a resposta inflamatória e a 

modulação das vias de sinalização intracelular durante a progressão da periodontite experimental 

em ratos;   

- Avaliar o efeito do DMF sobre a reabsorção do osso alveolar associada à periodontite 

experimentais em ratos.  
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3 PUBLICAÇÃO   
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RESUMO  

Justificativa e objetivo: DMF é um agente farmacológico com atividades anti-inflamatórias e 

antioxidantes. Suas aplicações terapêuticas têm sido avaliadas em uma variedade de condições, 

incluindo artrite reumatóide, diabetes e colite, mas nenhum estudo avaliou os efeitos da DMF 

na doença periodontal in vivo.  

  

Material e métodos: A doença periodontal experimental foi induzida através da colocação de 

ligaduras ao redor dos primeiros molares inferiores bilateralmente. DMF foi administrado aos 

 
O manuscrito será submetido para o periódico Journal of Periodontal Research.  
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ratos por via intragástrica diariamente (100 mg/kg) por 10 dias. Água destilada foi administrada 

aos animais controle com (controle positivo) ou sem ligaduras (controle negativo). A reabsorção 

óssea foi avaliada por microtomografia computadorizada e o estado inflamatório foi avaliado 

por análise estereométrica. RT-qPCR foi usado para determinar a expressão de fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α), prostaglandina E(2) sintase (Ptgs-2), óxido nítrico sintase-induzida (iNOS), 

e superóxido dismutase (Sod1) nos tecidos gengivais. A modulação de IKBα foi avaliada por 

Western blotting.  

  

Resultados: O composto reduziu marcadamente o infiltrado celular e a expressão dos genes pró-

inflamatórios, e aumentou a expressão de Sod nos tecidos gengivais. A reabsorção óssea e a 

expressão de IKBα não foram moduladas por DMF.  

  

Conclusão: O potente efeito anti-inflamatório e ação antioxidante do DMF sugerem que o 

composto pode ter um feito terapêutico promissor na doença periodontal.  

 

                INTRODUÇÃO  

A periodontite é uma infecção polimicrobiana multifatorial, que afeta o periodonto de 

proteção e sustentação, e quando não tratada pode resultar em perda dentária e complicações 

sistêmicas1. Aproximadamente 50% dos adultos da população mundial são afetados por alguma 

forma da doença, e quase 10% é acometido pela forma mais severa da periodontite2.   

A colonização de micro-organismos bacterianos sobre o epitélio gengival ativa uma 

resposta inflamatória local que pode progredir pelos tecidos periodontais, ativando a liberação 

de mediadores inflamatórios (e.g. IL-6, TNF-α, COX-2, IL-1β, RANKL) e metaloproteinases da 

matriz, provocando a degradação do tecido conjuntivo e osso alveolar3.  

Além do papel das citocinas inflamatórias, produção excessiva de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) produzidas durante a fagocitose de neutrófilos e macrófagos, 

têm sido relacionadas ao dano oxidativo dos tecidos gengivais, ligamento periodontal e osso 

alveolar4-6. Estes fatores oxidantes podem provocar um dano direto aos tecidos periodontais, e 

indireto, através do estímulo à produção de mediadores inflamatórios capazes de induzir 

degradação de tecido conjuntivo7 e a osteoclastogênese8.   

 A liberação de enzimas antioxidantes pode inibir ou reduzir a ação deletéria de radicais 

livres, diminuindo a diferenciação e atividade de osteoclastos, e ativando a diferenciação de 

osteoblastos9. De fato, inúmeras evidências têm indicado uma diminuição do status antioxidante 
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em pacientes com periodontite, quando comparados a indivíduos periodontalmente saudáveis10. 

Uma redução na capacidade antioxidante total tem sido encontrada tanto sistemicamente (no 

plasma ou soro), quanto localmente, na saliva ou fluido gengival crevicular de pacientes com 

doença periodontal11. De acordo com os dados, quanto maior a severidade da doença, maior o 

poder da associação11. Esses achados sugerem um papel relevante dos antioxidantes na 

patogênese da doença periodontal.  

A produção de enzimas antioxidantes, necessária para contrabalancear os efeitos nocivos 

do estresse oxidativo, é em parte regulada pela via de sinalização Nrf2. Em condições normais, 

este fator de transcrição está presente no citoplasma celular em associação a keap1 (Kelch-like 

ECH-associated protein 1). Em resposta ao estresse oxidativo, resíduos de cisteína de Keap1 são 

modificados causando uma alteração conformacional que induz a fosforilação de Nrf2 e sua 

migração para o núcleo, induzindo então o aumento da expressão de genes antioxidantes12. Além 

do papel central no mecanismo de resistência ao estresse oxidativo12, Nrf2 pode inibir a ativação 

de citocinas e quimiocinas inflamatórias, fatores de adesão celular, metaloproteinases da matriz 

e vias de sinalização intracelulares envolvidas na modulação de citocinas pró-inflamatórias, 

como NF-kB13,14 e as MAPKinases, além de inibir a osteoclastogênese induzida por RANKL15.  

Apesar dos diversos dados indicando que a ativação de Nrf2 pode ser uma estratégia 

interessante no tratamento de doenças ósseo inflamatórias, seu papel na progressão da 

periodontite tem sido pouco explorado. Alguns estudos têm associado os resultados benéficos 

da administração de compostos antioxidantes naturais, (como redução da perda óssea e da 

produção de mediadores inflamatórios em modelos de periodontite experimental em ratos), à 

ativação de Nrf2 nos tecidos periodontais16-18. Entretanto, o efeito de ativadores farmacológicos 

de Nrf2 ainda não foram avaliados.   

DMF é o único ativador farmacológico de Nrf2 aprovado pela FDA para o tratamento de 

esclerose múltipla (EM) e psoríase em placas19. Seu mecanismo de ação ainda não está 

totalmente compreendido, mas está bem estabelecido que o DMF desempenha efeitos 

imunorreguladores em vários tipos de células imunes, reduzindo o estresse oxidativo20 e 

modulando importantes vias de sinalização intracelular, como NF-kB21. Além disso, o composto 

tem demonstrado inibir a atividade e diferenciação de osteoclastos in vitro22 e inibir a reabsorção 

óssea in vivo22.  

Considerando o papel antioxidante e anti-inflamatório de DMF, o objetivo deste estudo é 

avaliar os efeitos biológicos da administração sistêmica do composto sobre a reabsorção óssea e 

inflamação em modelo de doença periodontal experimental em ratos. A hipótese deste estudo é 
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que a administração oral de DMF pode reduzir a perda óssea e o processo inflamatório 

associados à periodontite, através da modulação de vias de sinalização intracelulares e 

mediadores inflamatórios relevantes na patogênese da doença.    

  

 MATERIAIS E MÉTODOS  

  

Este protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Uso 

Animal (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara – UNESP, sob registro (12/2021) 

(Anexo 1) e realizado de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da 

Experimentação Animal do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (CONCEA). Um 

total de 30 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus, Wistar), adultos e machos, pesando entre 

100-200g foram utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno 

(4 animais/caixa) com temperatura (21 ± 1C) e umidade (65-70%) controlada e um ciclo claro-

escuro de 12 horas, e receberam alimentação granulada (Labina / Purina) e água ad libitum. Os 

animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos experimentais (10 animais por grupo), , de 

acordo com a presença ou não da doença periodontal e composto administrado: grupo controle 

negativo (não recebeu indução da doença periodontal, apenas a administração oral de água 

destilada), controle positivo (ligadura e administração oral de água destilada), e DMF (ligadura 

e administração oral de DMF (100mg/kg)). O volume de água destilada administrada aos grupos 

controles foram equivalentes ao volume de DMF. Um grupo veículo não foi incluído neste 

estudo porque dados anteriores do nosso grupo mostraram ausência de efeitos biológicos 

associados ao CMC 0,5%24.  

 O cálculo do tamanho da amostra foi baseado em estudos anteriores do nosso grupo, que 

tiveram como desfecho primário a alteração de volume ósseo em modelo de periodontite 

experimental em ratos24. Levando-se em consideração um poder β do estudo de 0.8 e o poder α 

de 0.05, determinou-se uma amostra mínima de 8 animais por grupo. Considerando a 

possibilidade de perda de algum animal durante o protocolo experimental, utilizamos 10 animais 

por grupo. 

  

- Administração de DMF e indução da periodontite  

 DMF foi diluído em carboximetilcelulose (CMC) 0,5% e administrado via oral aos 

animais, na dosagem de 100mg/kg de peso corporal, diariamente, uma vez ao dia, durante os 10 

dias do experimento. O composto foi mantido em local seco e arejado, ao abrigo da luz, e 
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preparado diariamente.  A dose de DMF foi selecionada a partir de estudos prévios avaliando o 

efeito da administração sistêmica do composto em modelos de artrite reumatoide em ratos. De 

acordo com os resultados, a administração oral de DMF, diária, de 100mg/kg, durante 10 dias, 

reduziu o infiltrado inflamatório articular, sem causar efeitos secundários25.  

No mesmo dia de início da administração do DMF, os animais foram submetidos à indução 

da doença periodontal através da instalação das ligaduras. Inicialmente os animais receberam 

anestesia geral (80mg/kg de Ketamina e 7mg/kg de cloridrato de xilazina), e foram em seguida 

posicionados em mesa operatória. O modelo de ligadura foi obtido com a colocação de um fio 

de algodão número 24 ao redor dos primeiros molares inferiores bilateralmente24. 

  

- Obtenção das amostras   

     Após eutanásia, as mandíbulas  dos animais foram divididas em duas hemimandíbulas. 

As hemi-mandíbulas do lado direito foram utilizadas para coleta do tecido gengival ao redor dos 

primeiros molares inferiores, e o material destinado para a análise molecular (RTqPCR, Western 

Blot). Para esta finalidade, os tecidos coletados foram armazenados em nitrogênio líquido logo 

após sua remoção e em seguida transferidos para o freezer -80°C até o momento do 

processamento. Após remoção do tecido gengival, as mandíbulas foram fixadas em 

parafolmaldeído 4% por 48h, e transferidas para etanol 70% para avaliação da perda óssea por 

microtomografia computadorizada. Já as mandíbulas do lado esquerdo, ainda contendo o tecido 

mole ao redor dos molares, foram armazenadas em paraformaldeído 4% por 48h, e então 

descalcificadas em solução de EDTA 10% por 60 dias, e posteriormente utilizadas para a análise 

histológica (análise estereométrica). Todas as análises descritas a seguir foram realizadas por 

um examinador treinado e cego para os grupos experimentais.  

  

- Avaliação da perda óssea por microtomografia computadorizada (μCT)   

      As mandíbulas foram digitalizadas em um sistema de imagem por μCT (Skyscan 1076; 

Bruker, Kontich, Bélgica) usando resolução espacial isotrópica de 9 μm (0,01 mm), filtro de 

alumínio de 0,5 mm, tensão de 80 kV, corrente de 310 μA, exposição de 195 ms, média de 

quadro de 03 e passo de rotação de 0,4° em 180°. Para reconstrução (NRecon 1.6.1.5; Bruker), 

foram utilizados os seguintes parâmetros: correção de artefato em anel, 4; máscara de defeito de 

pixel, 5%; alisamento, 1%; correção de endurecimento do feixe, 26% e sensor comprimido (CS) 

para conversão de imagem, 0,0-0,8. A região óssea de interesse (ROI) foi definida em uma 

orientação sagital, em duas regiões distintas: área de furca do primeiro molar inferior, 
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(estendendo-se do topo da furca até os ápices radiculares), e região proximal entre primeiro e 

segundo molar, (da junção cemento-esmalte até o ápice da raiz distal do primeiro molar e mesial 

do segundo molar). A fração do volume do ROI ocupado pelo tecido mineralizado (volume da 

fração óssea (BVF)) foi quantificada utilizando a soma dos ROI das duas regiões distintas para 

cada animal. Amostras de pelo menos 5 animais por grupo foram avaliadas. A análise foi 

realizada por um examinador treinado e cego para os grupos experimentais.  

  

- Análise Estereométrica  

       A análise estereométrica do processo inflamatório foi realizada com o auxílio de um 

microscópio de luz (Leica DM2500) na magnificação de 200x. Para esta análise foram utilizados 

cortes semi-seriados, de 4 μm de espessura, com um intervalo de aproximadamente 320 μm.   Os 

cortes receberam a coloração de Hematoxilina & Eosina (H/E) para avaliação da proporção dos 

seguintes componentes teciduais: infiltrado celular (fibroblastos e células inflamatórias), matriz 

colágena , e vasos sanguíneos. As estruturas celulares foram avaliadas em uma região 

padronizada do corte histológico, delimitada da seguinte forma:  tecido conjuntivo situado entre 

primeiro e segundo molar, delimitado coronalmente pela porção mais apical do tecido epitelial; 

apicalmente pelo topo da crista óssea; e lateralmente pela região mais proeminente da raiz distal 

do primeiro molar. Após a captura de imagens, a quantificação foi feita com o auxílio de grades 

posicionadas (sobrepostas) nas imagens digitalizadas dos cortes histológicos, preenchendo toda 

a região de interesse da imagem. Uma grade constituída por 80 pontos, simetricamente 

distribuídos, foi posicionada sobre a região de interesse descrita e avaliada por um examinador 

cego para os grupos experimentais. Em seguida foi feita uma análise percentual de cada 

componente tecidual em relação ao número total de pontos contados. Um total de 3 cortes por 

dente, provenientes de pelo menos 4 animais por grupo experimental, foram avaliados.  Os 

resultados foram usados para determinar um valor médio por animal e em seguida estes valores 

foram comparados entre os grupos.   

  

- Extração de RNA total, reação de síntese de cDNA (transcrição reversa) e PCR em 

tempo real (qPCR)   

      RNA total dos tecidos gengivais dissecados no momento da eutanásia, foram extraídos 

com o reagente Trizol (Invitrogen Corp.), de acordo com as instruções do fabricante. A 

concentração e a pureza do RNA foram determinadas em espectrofotômetro pela absorbância a 

260 nm e pela razão das absorbâncias a 260 nm e 280 nm, respectivamente. 700ng de RNA total 

foram utilizados para a síntese de cDNA, utilizando random hexamers como primers e seguindo 
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as instruções do fornecedor dos reagentes (High capacity cDNA synthesis kit, Applied 

Biosystems). A expressão dos genes inflamatórios selecionados (Tnf-alpha (tumor necrosis 

factor alpha), NM_013693; Ptgs-2 (prostaglandin-endoperoxide synthase-2), NM011198; iNOS 

(inducible nitric oxide synthase), MMU58677;  Sod1 (superoxide dismutase 1), NM_011434; 

Gapdh (glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase), NM008084,  foi determinada por 

RTqPCR tempo real usando sondas e reagentes Taqman (TaqMan Gene Expression Assays, 

TaqMan Universal master mix, Applied Biosystems) em um sistema de PCR Tempo Real 

StepOne (Applied Biosystems). Para cada amostra, foi realizada uma mistura constituída por 5ul 

de master mix proveniente do kit, 0,5ul de primer referente a cada gene selecionado e 3,5ul de 

água ultrapura, totalizando assim 9ul. À essa mistura, foi adicionado 1ul de cDNA, totalizando 

10ul de amostra.   

      Para cada amostra, as análises da expressão gênica foram realizadas em duplicata, e as 

condições de ciclagem foram: 50ºC por 2 minutos, 95ºC por 10 minutos, seguido por 40 ciclos 

a 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. Para normalizar a quantidade de cDNA total 

presente em cada reação, a expressão de GAPDH, que não é alterada pelas condições 

experimentais, foi usada como controle endógeno por ser um gene constitutivo. Para comparar 

os níveis de expressão entre as diferentes amostras, o nível de expressão relativa dos genes foi 

calculado usando o método comparativo Δ (ΔCT) utilizando o software da termocicladora.  

  

- Análise de Western Blot  

       Com objetivo de investigar os efeitos do DMF sobre a via de sinalização intracelular  

IκBα, amostras de proteína total extraídas dos tecidos periodontais foram utilizadas para 

realização do Western Blot. Quantidades iguais de proteína total (10μg) foram resolvidas por 

eletroforese. As amostras foram separadas em géis de poliacrilamida Tris-Cl a 10% (resolving 

gel) e 4% (stacking gel) e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram 

bloqueadas em tampão 5% BSA em TBS contendo 1% Tween-20 (TBS-T) e depois incubadas 

com os anticorpos primários (IκBα #4814S Cell Signaling, GAPDH #97166S Cell Signaling) 

overnight, a 4°C. Após incubação com anticorpo secundário, a detecção da presença da proteína 

foi realizada por reação de quimioluminescência (SuperSignal West Pico, Pierce/ThermoFisher 

Scientific) e visualizada em um sistema de documentação digital (Chemi-Doc XR, Bio-Rad 

Laboratories). Os resultados foram obtidos pela análise densitométrica das bandas e 

normalizados através da razão entre a proteína alvo e GAPDH.   
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Análise estatística  

  

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., 

San Diego, CA). O teste ANOVA (one-way), seguido do teste de Tukey foi utilizado para 

comparações múltiplas entre os grupos. Todos os testes foram aplicados com nível de confiança 

de 95% (P < 0,05). 

 

  

RESULTADOS  

  

        Nenhum sinal de toxicidade ou alterações físicas e comportamentais foram observados nos 

animais durante todo o período experimental, indicando ausência de efeitos secundários 

associados à administração de DMF.  

   

Administração oral de DMF não previne a reabsorção óssea alveolar:  

       A indução da doença periodontal através da colocação das ligaduras reduziu 

significativamente a fração de volume ósseo nas regiões de interesse, e essa reabsorção não foi 

inibida pela administração de DMF, uma vez que animais tratados com DMF apresentaram uma 

fração de volume ósseo semelhante ao grupo controle positivo (16,98 vs. 23.13). (figura 1).  

  

DMF inibe o aumento do infiltrado celular e de vasos sanguíneos  

      Os dados da análise estereométrica demonstram que a indução da periodontite aumentou o 

infiltrado celular nos tecidos periodontais adjacentes à ligadura, como indicado pela diferença 

entre os grupos controle positivo e negativo, e que a administração local de DMF preveniu este 

aumento (p<0.05) (% da densidade de infiltrado celular na região de interesse: controle positivo 

vs. DMF: 32% vs. 21%) (figura 2). Os resultados também indicaram que o processo inflamatório 

induzido pela instalação das ligaduras provocou um aumento significante no número de vasos 

sanguíneos, entretanto, a administração de DMF atenuou este aumento (redução de 50% em 

relação ao grupo controle positivo) (figura 2).  Interessantemente, os resultados demonstraram 

que não houve uma diferença relevante no conteúdo colágeno entre os diferentes grupos.   

  

DMF modula expressão de mediadores inflamatórios  

      O aumento do infiltrado inflamatório e atenuação no aumento de vasos sanguíneos, 

característicos do processo inflamatório induzido pela ligadura, foi acompanhado pelo aumento 
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na expressão dos mediadores pró-inflamatórios (Tnf-α e iNOS), e redução dos níveis de mRNA 

da enzima antioxidante (Sod) no tecido gengival dos animais periodontalmente doentes.  DMF 

inibiu a expressão de Tnf-α e iNOS (p< 0.05), e aumentou a expressão de Sod.  A expressão de 

Ptgs-2, não encontrada em animais periodontalmente saudáveis, não foi modulada pela 

administração de DMF.  

  

A ativação de IKBα não foi modulada por DMF  

        Considerando que NF-kB é um dos principais alvos de DMF, e uma via de sinalização 

importante na regulação da expressão de citocinas inflamatórias, nós avaliamos a ativação de 

IKBα, um inibidor de NF-kB, nos tecidos gengivais. Curiosamente, o estado de ativação de  

IKBα nos animais periodontalmente doentes não diferiu dos animais saudáveis e, também, não 

foram modulados pela administração do composto (figura 4).   

  

  

 

DISCUSSÃO  

  

          No presente estudo, nós mostramos pela primeira vez, a influência de DMF, um agente 

farmacológico com capacidade antioxidante e anti-inflamatória, sobre a periodontite em ratos. 

Os resultados mostraram que DMF reduziu a inflamação associada à doença, prevenindo o 

aumento do infiltrado celular, inibindo a expressão de mediadores inflamatórios e aumentando 

os níveis de mRNA de fator antioxidante nos tecidos gengivais. Os achados indicam que a 

administração de DMF efetivamente reduz a inflamação e a degradação do tecido conjuntivo 

neste modelo de periodontite experimental.  

           DMF é um composto farmacológico com propriedades antioxidantes e anti- 

inflamatórias, aprovado pela FDA para o tratamento de esclerose múltipla e psoríase19. Estudos 

pré-clínicos também têm demonstrado seu potencial terapêutico em outras doenças 

inflamatórias, como artrite reumatoide25 e diabetes26. A modulação de vias de sinalização 

intracelular (NF-kB, Nrf2, MAPK)27,28, e expressão de mediadores inflamatórios e fatores 

antioxidantes, tem sido implicado em seu mecanismo de ação29. 

No presente estudo, DMF inibiu a expressão de Tnf-α e da espécie de nitrogênio reativa 

(iNOS), e aumentou a expressão de superóxido dismutase (Sod) nos tecidos gengivais 

periodontalmente doentes, corroborando seu papel anti-inflamatório e antioxidante. O 

protagonismo de TNF-α na patogênese da doença periodontal tem sido extensivamente 

discutido30. Esta citocina pró-inflamatória, pleiotrópica, é capaz de estimular a expressão de 
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RANKL e a osteoclastogênese, bem como induzir a expressão de metaloproteinases da matriz 

envolvidas na degradação de tecido conjuntivo31,32. De maneira semelhante, diversos estudos 

têm demonstrado a relevância de iNOS na progressão da doença periodontal33-35. Produzido no 

periodonto por células inflamatórias, fibroblastos, osteoclastos e vasos sanguíneos33, apesar de 

fazer parte do conjunto não específico de mecanismos naturais de defesa, este marcador oxidante 

também pode contribuir para o dano tecidual observado nos tecidos periodontais. Na presença 

de inflamação periodontal, iNOS favorece a amplificação e progressão doa infiltrado de células 

inflamatórias36 e pode estimular a migração do epitélio juncional e a destruição das fibras 

colágenas mediadas por metaloproteinases de matriz37,38.   

           Em contrapartida, a produção de antioxidantes pode prevenir ou inibir as reações de 

oxidação, reduzindo os efeitos provocados pelo estresse oxidativo39.  Identificado como o 

primeiro antioxidante com papel anti-inflamatório, SOD faz parte da primeira linha de defesa 

contra os radicais livres, e seu potencial terapêutico tem sido investigado em desordens 

inflamatórias como artrite reumatoide e osteoartrite40. Na doença periodontal, a diminuição do 

status antioxidante tem sido relacionado com a presença de inflamação gengival e severidade da 

doença periodontal10,11, por outro lado, o aumento de enzimas antioxidantes induzido pela 

administração de compostos naturais antioxidantes, tem sido associado à atenuação do processo 

inflamatório41-43. Tendo em vista a ação destes mediadores na doença periodontal, é provável 

que os efeitos anti-inflamatórios causados pela administração de DMF no presente estudo, 

estejam relacionados a modulação da expressão destes genes pelo composto.   

           O aumento de enzimas antioxidantes, e a redução de radicais livres e citocinas pró-

inflamatórias também foram associados ao efeito anti-inflamatório de DMF em modelo de artrite 

reumatoide em ratos25. Administração oral de 100mg/kg de DMF diminuiu os níveis sistêmicos 

de TNF-α, IL-1β, proteína- C reativa (CRP), nitrito e malondealdeído (MDA), e aumentou os 

níveis de SOD, catalase e glutationa (GSH). Redução dos sinais clínicos da doença e do processo 

inflamatório articular também foram observados nos animais tratados com o agente 

farmacológico25. 

           Associado à modulação dos mediadores inflamatórios nos tecidos gengivais pelo DMF, 

os animais tratados com o composto também apresentaram menor proporção de infiltrado celular 

e atenuação do aumento de vasos sanguíneos em relação aos animais periodontalmente doentes 

e não tratados, confirmando o efeito anti-inflamatório do composto no modelo de periodontite 

experimental. Estes resultados estão de acordo com dados anteriores, mostrando redução do 

infiltrado inflamatório em modelos de pancreatite aguda em roedor44, em animais tratados com 
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DMF (25mg/kg, via oral).  Redução dos níveis de MDA e melhora nos níveis de marcadores de 

atividade pancreática nestes animais, foram consistentes com atividade anti-inflamatória do 

composto44.   

         Ainda que  DMF tenha reduzido a inflamação nos tecidos periodontais, nossos resultados 

demonstraram que a reabsorção óssea induzida pela ligadura, não foi prevenida pelo composto. 

Nós especulamos que este resultado esteja relacionado ao tempo necessário para que o DMF 

atingisse níveis suficientes nos tecidos, para exercer seus efeitos biológicos, ou a dose utilizada. 

Estudos futuros avaliando o efeito de DMF sobre períodos experimentais mais longos e estudos 

de dose-resposta deverão ser conduzidos, assim como análises sobre os efeitos de DMF sobre 

diferentes marcadores da reabsorção óssea.   

        Embora muito estudos tenham associado os efeitos biológicos de DMF à modulação 

negativa de NF-kB, interessantemente, nossos dados indicaram que DMF não modulou a 

expressão de IKBα. Nós investigamos a expressão de IKBα neste estudo, porque ele é um 

importante inibidor de NF-kB. Em condições fisiológicas, IKBα está complexado ao fator de 

transcrição NF-kB. Quando ativado por estímulos inflamatórios, IKBα é fosforilado e 

degradado, permitindo a translocação nuclear de NF-kB, que estimula e regula a produção de 

diversos mediadores inflamatórios. Considerando que DMF também é capaz de modular 

diferentes vias de sinalização relacionadas à inflamação, como as MAPK, AKT-PI3K, e os 

inflamassomos, e ao estresse oxidativo, como Nrf2, é possível que o efeito anti-inflamatório 

observado em nossos resultados, estejam relacionados a modulação de DMF sobre outras vias, 

não avaliadas neste estudo.   

          DMF tem longo histórico como agente anti-inflamatório e antioxidante, de modo que suas 

propriedades biológicas já são bem estabelecidas. Adicionalmente, a ausência de toxicidade e 

facilidade de administração, são fatores que tornam este agente farmacológico particularmente 

interessante em aplicações terapêuticas. Nossos dados corroboram a ausência de toxicidade da 

administração oral do composto in vivo, e seu potencial anti-inflamatório. Dentro das limitações 

do nosso estudo, coletivamente, nossos resultados indicam que DMF é capaz de modular o 

processo inflamatório associado a periodontite. Este é o primeiro estudo a avaliar o efeito de 

DMF sobre a progressão da doença periodontal, e há diversas questões importantes que não 

foram avaliadas neste estudo inicial. O uso do composto com ênfase terapêutica (ou seja, após 

o estabelecimento da doença periodontal) ou preventiva (isto é, antes da indução da doença 

periodontal), e avaliação dos efeitos biológicos de diferentes doses de DMF deverão ser 

investigadas em estudos adicionais. Em resumo, nossos resultados sugerem que DMF pode ser 
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uma opção terapêutica promissora na modulação do processo inflamatório observado nas 

doenças periodontais. 
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Figura 1: A doença periodontal foi induzida pela colocação de ligadura nos primeiros molares 

inferiores no dia 0 (baseline). Administração oral de DMF (100 mg/ml) ou água destilada foram 

iniciadas no mesmo dia da indução da doença, e realizadas diariamente durante os 10 dias do 

período experimental. Ao final deste período, as mandíbulas contendo primeiro e segundo molar 

foram escaneadas em microtomógrafo para determinação do volume ósseo. (A): O gráfico de 

barras indica a fração de volume ósseo em uma região de interesse padronizada (região de furca 

do primeiro molar e região interproximal entre primeiro e segundo molar) de 5 animais por 

grupo, em cada uma das condições experimentais.  (B): Imagem representativa de cada grupo 

experimental obtida nos planos sagital, axial, coronal e tridimensional. As barras indicam o valor 

médio percentual e as linhas verticais o erro padrão da média (SEM). (*) indica (p <0,05) em 

relação aos demais grupos.  
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 Figura 2: DMF inibe o aumento do infiltrado celular e de vasos sanguíneos. Uma grade foi 

sobreposta às imagens digitalizadas da região de interesse para realização de uma análise 

percentual dos componentes teciduais (infiltrado celular, fibras colágenas e vasos sanguíneos) 

em relação ao número total de pontos contados. (A) Análise estereométrica dos componentes 

teciduais: DMF reduziu o infiltrado celular e preveniu o aumento de vasos sanguíneos. (B): 

Aspecto histológico dos grupos experimentais (ampliação de 200x). As barras indicam o valor 

médio percentual e as linhas verticais o erro padrão da média (SEM). (*) p<0.05 comparado com 

o grupo Ø-. (+) p<0.05 em comparação ao grupo Ø+.   

  

  

  

  

                

Figura 4: DMF reduz a expressão de Tnf-α e iNOS, e aumenta a expressão de Sod nos tecidos 

gengivais. Dados obtidos a partir do RNA isolado de tecidos gengivais dissecados de pelo menos 

quatro hemi-mandíbulas de diferentes animais em cada condição experimental. As barras 

indicam os valores médios e as linhas verticais o erro padrão da média (SEM). (*) p<0.05 

comparado com o grupo Ø-. (+) p<0.05 em comparação com o grupo Ø+.  
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Figura 5: Efeito de DMF sobre IKBα. Os níveis de expressão de gene constitutivo, GAPDH, 

foram detectados para confirmar que quantidades iguais de proteína foram utilizadas (10µg). (A) 

As barras indicam a média e as linhas verticais o erro padrão (SEM) da quantificação 

densitométrica de 6 animais por grupo. (B) Imagem densitométrica das bandas de western blot. 

  

  

   



36   

   

4 CONCLUSÃO  

  

A administração oral de DMF durante a progressão da periodontite reduziu a inflamação 

associada a doença, demonstrando ser uma opção promissora no tratamento adjunto desta 

condição clínica. Uma redução no infiltrado celular e atenuação no aumento de vasos 

sanguíneos, foram associados a inibição da expressão de mediadores inflamatórios e aumento 

de antioxidante nos tecidos gengivais dos animais tratados com o composto. Por outro lado, a 

reabsorção óssea não foi inibida pelo agente farmacológico. Estudos adicionais avaliando os 

efeitos do composto sobre a reabsorção óssea em períodos mais longos, ou em diferentes doses 

das utilizadas neste estudo poderão trazer resultados diferentes destes encontrados.    
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                                                 APÊNDICE A – METODOLOGIA EXPANDIDA  

  

Obtenção e manutenção dos animais  

 Este protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Uso Animal 

(CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara – UNESP, sob registro (12/2021) (Anexo 

1) e realizado de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle da Experimentação 

Animal do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (CONCEA). Um total de 48 ratos 

Wistar (Rattus norvegicus albinus, Wistar), adultos e machos, pesando entre 100-200g foram 

utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno (4 animais/caixa) 

com temperatura (21 ± 1C) e umidade (65-70%) controlada e um ciclo claro-escuro de 12 horas, 

e receberam alimentação granulada (Labina / Purina) e água ad libitum. Os animais foram 

aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais (12 animais por grupo), como descrito na 

Tabela 1, de acordo com a presença ou não da doença periodontal e composto administrado: 

grupo controle negativo (não recebeu indução da doença periodontal, apenas a administração 

oral de água destilada), controle positivo (ligadura e administração oral de água destilada), DMF 

(ligadura e administração oral de DMF (100mg/kg)). O volume de água destilada administrada 

aos grupos controles foram equivalentes ao volume de DMF.  

 O cálculo do tamanho da amostra foi baseado em estudos anteriores do nosso grupo, que tiveram 

como desfecho primário a alteração de volume ósseo em modelo de periodontite experimental 

em ratos1.   

 

Tabela 1 – Grupos experimentais 

  

GRUPOS   

Indução da Doença 

Periodontal (Ligadura)  

PROCEDIMENTO    

(Administração sistêmica)   

Controle (negativo)  

  

Não   Água destilada   

Controle (positivo)   

  
Sim    Água destilada   

 DMF  Sim         DMF (100 mg \kg)   

 

             Veículo                                    Sim                                           CMC 0,5% 

  

Grupos experimentais (n=48), de acordo com o composto administrado e presença de doença periodontal 

induzida por ligadura.  

 

Fonte: Elaboração própria.  

  

  



41   

   

- Administração de DMF e indução da periodontite  

 DMF foi diluído em carboximetilcelulose (CMC) 0,5% e administrado via oral aos animais, na 

dosagem de 100mg/kg de peso corporal, diariamente, uma vez ao dia, durante os 10 dias do 

experimento. O composto foi mantido em local seco e arejado, ao abrigo da luz, e preparado 

diariamente.   

A dose de DMF foi selecionada a partir de estudos prévios avaliando o efeito da administração 

sistêmica do composto em modelos de artrite reumatoide em ratos. De acordo com os resultados, 

a administração oral de DMF, diária, de 100mg/kg, durante 10 dias, reduziu o infiltrado 

inflamatório articular, sem causar efeitos secundários2.   

No mesmo dia de início da administração do DMF, os animais foram submetidos à indução da 

doença periodontal através da instalação das ligaduras. Inicialmente os animais receberam 

anestesia geral (80mg/kg de Ketamina e 7mg/kg de cloridrato de xilazina), e foram em seguida 

posicionados em mesa operatória. O modelo de ligadura foi obtido com a colocação de um fio 

de algodão número 24 ao redor dos primeiros molares inferiores bilateralmente.  

  

Figura 1 – Cronologia do experimento  

  

Linha do tempo demonstrando os procedimentos realizados dentro do período experimental.   

 

Fonte: Elaboração própria. 

  

  

 - Obtenção das amostras   

     Após eutanásia, as mandíbulas  dos animais foram divididas em duas hemimandíbulas. As 

hemi-mandíbulas do lado direito foram utilizadas para coleta do tecido gengival ao redor dos 

primeiros molares inferiores, e o material destinado para a análise molecular (RTqPCR, Western 

Blot). Para esta finalidade, os tecidos coletados foram armazenados em nitrogênio líquido logo 

após sua remoção e em seguida transferidos para o freezer -80°C até o momento do 

processamento. Após remoção do tecido gengival, as mandíbulas foram fixadas em 
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parafolmaldeído 4% por 48h, e transferidas para etanol 70% para avaliação da perda óssea por 

microtomografia computadorizada. Já as mandíbulas do lado esquerdo, ainda contendo o tecido 

mole ao redor dos molares, foram armazenadas em paraformaldeído 4% por 48h, e então 

descalcificadas em solução de EDTA 10% por 60 dias, e posteriormente utilizadas para a análise 

histológica (análise estereométrica). Todas as análises descritas a seguir foram realizadas por 

um examinador treinado e cego para os grupos experimentais.  

  

- Avaliação da perda óssea por microtomografia computadorizada (μCT)   

      As mandíbulas foram digitalizadas em um sistema de imagem por μCT (Skyscan 1076; 

Bruker, Kontich, Bélgica) usando resolução espacial isotrópica de 9 μm (0,01 mm), filtro de 

alumínio de 0,5 mm, tensão de 80 kV, corrente de 310 μA, exposição de 195 ms, média de 

quadro de 03 e passo de rotação de 0,4° em 180°. Para reconstrução (NRecon 1.6.1.5; Bruker), 

foram utilizados os seguintes parâmetros: correção de artefato em anel, 4; máscara de defeito de 

pixel, 5%; alisamento, 1%; correção de endurecimento do feixe, 26% e sensor comprimido (CS) 

para conversão de imagem, 0,0-0,8. A região óssea de interesse (ROI) foi definida em uma 

orientação sagital, em duas regiões distintas: área de furca do primeiro molar inferior, 

(estendendo-se do topo da furca até os ápices radiculares), e região proximal entre primeiro e 

segundo molar, (da junção cemento-esmalte até o ápice da raiz distal do primeiro molar e mesial 

do segundo molar). A fração do volume do ROI ocupado pelo tecido mineralizado (volume da 

fração óssea (BVF)) foi quantificada a partir da soma dos ROI obtidos nas duas regiões distintas 

nalisadas Amostras de pelo menos 5 animais por grupo foram avaliadas. A análise foi realizada 

por um examinador treinado e cego para os grupos experimentais.  

  

- Análise Estereométrica  

       A análise estereométrica do processo inflamatório foi realizada com o auxílio de um 

microscópio de luz (Leica DM2500) na magnificação de 200x. Para esta análise foram utilizados 

cortes semi-seriados, de 4 μm de espessura, com um intervalo de aproximadamente 320 μm.   Os 

cortes receberam a coloração de Hematoxilina & Eosina (H/E) para avaliação da proporção dos 

seguintes componentes teciduais: infiltrado celular (fibroblastos e células inflamatórias), fibras 

colágenas, e vasos sanguíneos. As estruturas celulares foram avaliadas em uma região 

padronizada do corte histológico, delimitada da seguinte forma:  tecido conjuntivo situado entre 

primeiro e segundo molar, delimitado coronalmente pela porção mais apical do tecido epitelial; 

apicalmente pelo topo da crista óssea; e lateralmente pela região mais proeminente da raiz distal 
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do primeiro molar. Após a captura de imagens, a quantificação foi feita com o auxílio de grades 

posicionadas (sobrepostas) nas imagens digitalizadas dos cortes histológicos, preenchendo toda 

a região de interesse da imagem. Uma grade constituída por 80 pontos, simetricamente 

distribuídos, foi posicionada sobre a região de interesse descrita e avaliada por um examinador 

cego para os grupos experimentais. Em seguida foi feita uma análise percentual de cada 

componente tecidual em relação ao número total de pontos contados. Um total de 3 cortes por 

dente, provenientes de pelo menos 4 animais por grupo experimental, foram avaliados.  Os 

resultados foram usados para determinar um valor médio por animal e em seguida estes valores 

foram comparados entre os grupos.   

  

- Extração de RNA total, reação de síntese de cDNA (transcrição reversa) e PCR em tempo 

real (qPCR)   

      RNA total dos tecidos gengivais dissecados no momento da eutanásia, foram extraídos com 

o reagente Trizol (Invitrogen Corp.), de acordo com as instruções do fabricante. A concentração 

e a pureza do RNA foram determinadas em espectrofotômetro pela absorbância a 260 nm e pela 

razão das absorbâncias a 260 nm e 280 nm, respectivamente. 700ng de RNA total foram 

utilizados para a síntese de cDNA, utilizando random hexamers como primers e seguindo as 

instruções do fornecedor dos reagentes (High capacity cDNA synthesis kit, Applied 

Biosystems). A expressão dos genes inflamatórios selecionados Tnf-alpha (tumor necrosis factor 

alpha), NM_013693; Ptgs-2 (prostaglandin-endoperoxide synthase-2), NM011198; iNOS 

(inducible nitric oxide synthase), MMU58677;  Sod1 (superoxide dismutase 1), NM_011434; 

Gapdh (glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase), NM008084,  foi determinada por 

RTqPCR tempo real usando sondas e reagentes Taqman (TaqMan Gene Expression Assays, 

TaqMan Universal master mix, Applied Biosystems) em um sistema de PCR Tempo Real 

StepOne (Applied Biosystems). Para cada amostra, foi realizada uma mistura constituída por 5ul 

de master mix proveniente do kit, 0,5ul de primer referente a cada gene selecionado e 3,5ul de 

água ultrapura, totalizando assim 9ul. À essa mistura, foi adicionado 1ul de cDNA, totalizando 

10ul de amostra.   

      Para cada amostra, as análises da expressão gênica foram realizadas em duplicata, e as 

condições de ciclagem foram: 50ºC por 2 minutos, 95ºC por 10 minutos, seguido por 40 ciclos 

a 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. Para normalizar a quantidade de cDNA total 

presente em cada reação, a expressão de GAPDH, que não é alterada pelas condições 

experimentais, foi usada como controle endógeno por ser um gene constitutivo. Para comparar 
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os níveis de expressão entre as diferentes amostras, o nível de expressão relativa dos genes foi 

calculado usando o método comparativo Δ (ΔCT) utilizando o software da termocicladora.  

  

- Análise de Western Blot  

       Com objetivo de investigar os efeitos do DMF sobre a via de sinalização intracelular IκBα, 

amostras de proteína total extraídas dos tecidos periodontais foram utilizadas para realização do 

Western Blot. Quantidades iguais de proteína total (10μg) foram resolvidas por eletroforese. As 

amostras foram separadas em géis de poliacrilamida Tris-Cl a 10% (resolving gel) e 4% 

(stacking gel) e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas 

em tampão 5% BSA em TBS contendo 1% Tween-20 (TBS-T) e depois incubadas com os 

anticorpos primários (IκBα #4814S Cell Signaling, GAPDH #97166S Cell Signaling) overnight, 

a 4°C. Após incubação com anticorpo secundário, a detecção da presença da proteína foi 

realizada por reação de quimioluminescência (SuperSignal West Pico, Pierce/ThermoFisher 

Scientific) e visualizada em um sistema de documentação digital (Chemi-Doc XR, Bio-Rad 

Laboratories). Os resultados foram obtidos pela análise densitométrica das bandas e 

normalizados através da razão entre a proteína alvo e GAPDH.   

  

Análise estatística  

  

        Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., 

San Diego, CA). O teste ANOVA (one-way), seguido do teste de Tukey foi utilizado para 

comparações múltiplas entre os grupos. Todos os testes foram aplicados com nível de confiança 

de 95% (P < 0,05).  
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