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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.   

 Palavras-chave: Periodontite. Fumarato de dimetilo. Inflamação. Ratos.   
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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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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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