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RESUMO 

Introdução:  O 5-fluorouracil (5-FU) é uma pirimidina utilizada em diversos protocolos para 

o tratamento do câncer e sua administração causa diversos efeitos adversos. 

Recentemente, seu papel na perda óssea tem sido estudado, já que o 5-FU mostrou 

diminuição da densidade mineral óssea e inibição do crescimento em ratos jovens. Assim, 

objetivou-se investigar se o efeito do 5-FU na reabsorção óssea alveolar induzida por 

ligadura em ratos. Métodos e resultados:  146 Ratos Wistar (180-220 g; n=6-10) foram 

divididos em quatro grupos em que receberam água destilada (2 ml/kg; IP) ou 5-FU (37,5, 

75 ou 150 mg/kg; IP), 1 hora antes da colocação da ligadura, sendo sacrificados no 11° dia. 

As hemiarcadas foram direcionadas análises morfométrica (mm2), histopatológica e 

histométrica (mm2). Adicionalmente, foram realizadas dosagens de citocinas (TNF-α e IL-

1β; pg/mg), MPO (U/mg) e fosfatase alcalina total e óssea (U/ml) Sobrevida, leucograma, 

variação de massa corpórea e condições hepáticas, renais e esplênicas também foram 

avaliadas. p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. O trabalho foi aprovado no 

comitê de ética em pesquisa. Observou-se que a ligadura causou uma importante perda 

óssea alveolar e na região de furca, aumento na atividade de MPO, nas concentrações de 

TNF-α e IL-1β, além de diminuição da FAO. Em relação ao histopatológico, foram 

observadas maiores lesões de furca, destruição de osso alveolar e infiltrado inflamatório 

em hemiarcadas do grupo NT em comparação ao normal (p<0,05). Embora o 5-FU não 

tenha sido capaz de aumentar a atividade de MPO em relação ao grupo NT, ele promoveu 

uma exacerbação da destruição periodontal, evidenciando uma maior perda óssea alveolar 

e na região de furca (p<0,05). Outro aspecto observado foi o aumento nas concentrações 

de TNF-α e IL-1β. Ainda, o fármaco promoveu diminuição nos valores de FAO em relação 

ao gruo normal (p<0,05). Os animais que receberam 5-FU também mostraram intensa 

destruição das estruturas periodontais e presença de infiltrado inflamatório no 

histopatológico. Sistemicamente, o 5-FU na dose de 150 mg/kg causou neutropenia, 

diminuição na sobrevida e da massa corpórea dos animais. Não foram observadas 

alterações nas condições hepáticas, renais ou esplênicas avaliadas. Conclusão:  Em 

suma, a administração de 5-FU exacerbou a reabsorção óssea induzida por ligadura e 

induziu o aumento de TNF-α e IL-1β, citocinas envolvidas no processo de reabsorção 

óssea. A neutropenia causada pela administração do fármaco pode ter contribuído para 

exacerbar a destruição das estruturas de suporte do dente. 

Palavras-chave : 5-fluorouracil. Reabsorção óssea. Inflamação. Imunossupressão.  

. 



ABSTRACT 

EFFECT OF 5-FLUOROURACIL IN LIGATURE-INDUCED ALVEOL AR BONE 

RESORPTION IN RATS 

Introduction:  5-fluorouracil (5-FU) is a highly used anticancer drug. Its administration 

causes several side effects and. its role in bone loss has been recently studied, since 5-FU 

showed a decrease in bone mineral density and growth inhibition in young rats. The aim of 

our study was to investigate the effect of 5-FU on the in ligature-induced bone resorption in 

rats. Methods and results:  146 Wistar rats (180-220 g) were divided in four groups that 

received distilled water (2 ml/kg, IP) or 5-FU (37.5, 75 or 150 mg/kg, IP 1 hour before the 

ligature placement. Sacrifice was performed at 11th day. Hemiarcades were submitted to 

macroscopic (mm²), histologic or histometric (mm²) analyses. In addition, cytokines (TNF-α 

and IL-1β; pg/mg) were dosed and the assessment of MPO activity (U/mg) and total and 

bone-specific alkaline phosphatase (U/ml) was performed. Survival, leukogram, body mass 

variation and liver, kidney and spleen conditions were also evaluated. p<0.05 was 

considered significant. The study was approved by the ethics committee in animal research. 

Ligature placement caused an important alveolar area bone loss, including the furcation 

area. It also caused an increase in the MPO activity, in the concentrations of TNF-α e IL-1β, 

and diminished bone-specific alkaline phosphatase. It was observed greater furcation 

lesions, alveolar bone destruction and an increase in the inflammatory infiltrate when 

compared to normal (p<0.05). Although 5-FU did not increase MPO activity when compared 

with NT, it promoted an exacerbation of the periodontal destruction, with a severe alveolar 

bone loss, including the furcation area when compared with NT (p<0.05). Another finding 

was the increased concentration of TNF-α e IL-1β. In addition, 5-FU groups presented lower 

values of bone-specific alkaline phosphatase when compared to normal (p<0.05). It was 

also observed a severe destruction of the periodontum and a marked inflammatory infiltrate. 

Systemically, 5-FU (150 mg/kg) caused neutropenia, diminished rate of survival and loss of 

weight. Finally, it was not observed alterations in the hepatic, renal, or splenic conditions. 

Conclusion:  Briefly, 5-FU increased ligature-induced bone resorption and the concentration 

of TNF-α and IL-1β, cytokines that are involved in the bone resorption process. Neutropenia 

was caused by the administration of the drug and contributed to exacerbate the destruction 

of the periodontium. 

 

 

Keywords : 5-fluorouracil. Bone resorption. Inflammation. Immunossupression. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Metabolismo ósseo 

A estrutura óssea possui um importante papel nos vertebrados por 

desempenhar ou influenciar diretamente em diversas funções como sustentação, 

locomoção, produção de células sanguíneas (função da medula óssea), liberação e 

estoque de minerais (cálcio, por exemplo) e proteção de órgãos vitais (PROFF; 

RÖMER, 2009). O processo de remodelação, responsável pela homeostasia do 

cálcio e manutenção do esqueleto, ocorre de forma contínua e é resultado da ação 

de células que comandam a reabsorção e aposição de material ósseo (HENRIKSEN 

et al., 2011). 

Três principais tipos de células compõem, juntamente com os vasos 

sanguíneos, a chamada unidade multicelular básica (BMU, do inglês basic 

multicelular unit) (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010) e estão diretamente relacionados 

ao processo de remodelação óssea: os osteoblastos, responsáveis pela aposição de 

matriz óssea; os osteoclastos, que reabsorvem material ósseo; e, finalmente, os 

osteócitos, que regulam a atividade de osteoblastos e osteoclastos (HENRIKSEN et 

al., 2009, 2011). Além destas, células do sistema imune, como linfócitos T e B e 

megacariócitos, também podem participar deste processo (LI et al., 2007). 

O ciclo de remodelação óssea pode ser didaticamente dividido em fases, 

sendo a primeira a ativação, momento em que é gerado um sinal (liberação de 

paratormônio (PTH), por exemplo) que será responsável pelo desencadeamento da 

fase subsequente, a reabsorção (Figura 1). Os precursores osteoclásticos então 

recrutados, se diferenciam em osteoclastos maduros, desencadeando o processo de 

reabsorção óssea (NAKASHIMA et al., 2011; RAGGATT; PARTRIDGE, 2010). Os 

osteoblastos participam ativamente desta fase aumentando a expressão de fator 

estimulante de crescimento de colônia de monócitos (M-CSF) e ligante do receptor 

ativador de NF-κB (RANKL) e diminuindo a osteoprotegerina (OPG) (MA et al., 

2001).  A ligação de RANKL a o seu receptor RANK é responsável pelo processo de 

osteoclastogênese e também é um evento presente em alterações patológicas que 

promovam reabsorção óssea, como a artrite (LEE et al., 2011).  
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Figura 1 – Etapas da remodelação óssea na unidade multicelular básica. 

 

O ciclo de remodelação óssea pode ser didaticamente dividido em fases, sendo a primeira a ativação 
(A), momento em que é gerado um sinal (liberação de paratormônio (PTH), por exemplo) que será 
responsável pelo desencadeamento da fase subsequente, a reabsorção. Os precursores 
osteoclásticos então recrutados e, ao serem estimulados por fatores M-CSF e RANKL, se diferenciam 
em osteoclastos maduros (B). Após a reabsorção da matriz óssea pelos osteoclastos, células 
mononucleadas (células de transição) preparam a lacuna óssea para a aposição de matriz pelos 
osteoblastos, caracterizando a fase de transição (C). Uma vez que a superfície óssea está preparada, 
os osteoblastos iniciam a fase de formação, que é marcada pela aposição óssea promovida por 
essas células (D). Os osteoclastos participam desse processo ao cessar a produção de esclerostina, 
um inibidor de atividade osteoblástica. Finalmente, uma vez encerrada a aposição óssea, ocorre o 
reestabelecimento da superfície óssea, com a diferenciação de osteoblastos em osteócitos e a 
normalização da produção de osteopontina (E). (Adaptado de Raggatt, Partridge, 2010) 
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Após a reabsorção da matriz óssea pelos osteoclastos, tem início a fase de 

transição, que é comandada por células mononucleadas (células de transição) 

responsáveis por preparar a lacuna óssea para a aposição de matriz pelos 

osteoblastos (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010) (Figura 1). Tais células, cuja linhagem 

ainda não foi esclarecida, trabalham junto com os osteomacs, macrófagos 

residentes no tecido ósseo, na produção de osteopontina e na remoção de matriz a 

partir da produção de metaloproteinases de matriz (MMP) (EVERTS et al., 2002; 

NEWBY, 2008; TAKAHASHI et al., 2004). 

A aposição de matriz óssea por osteoblastos é o principal evento da fase de 

formação (Figura 1). Ainda não há um consenso sobre a sinalização que promove a 

mudança da fase de transição para a formação, contudo especula-se que seja 

resultado de interações entre osteoblastos e osteoclastos (MARTIN; SIMS, 2005). A 

liberação de esfingosina-1-fosfato por osteoclastos, além da expressão do ligante do 

receptor EphB4 (presente em osteoblastos) são evidências que apontam nesse 

sentido (ZHAO et al., 2006).  

Adicionalmente, os osteócitos podem participar desse processo em resposta 

a estímulos mecânicos ou hormonais, a partir da inibição da expressão de 

esclerostina, presente na membrana dessas células e responsável por inibir a via de 

sinalização Wnt, importante para a formação óssea (ROBLING et al., 2008). Essas 

células também parecem estar envolvidas na etapa subsequente, que se refere ao 

encerramento do ciclo de remodelação. A fase de término é caracterizada pelo 

reestabelecimento da superfície óssea, com a diferenciação de osteoblastos em 

osteócitos (RAGGATT; PARTRIDGE, 2010) (Figura 1). 

O equilíbrio dos mecanismos de remodelação óssea pode ser alterado em 

diversas condições, como no tratamento farmacológico de algumas doenças, a 

exemplo de quimioterápicos utilizados para o tratamento do câncer (BRAUN e 

SCHETT, 2012; GEORGIOU et al., 2012; LEEUWEN, VAN et al., 2003; NADHANAN 

et al., 2012; SALA e BARR, 2007; SHANDALA et al., 2012; XIAN et al., 2004, 2006, 

2007), ou até mesmo por processos inflamatórios subjacentes a estados 

patológicos, como a osteoporose e a periodontite (BRAUN; SCHETT, 2012; GROSSI 

et al., 1995). 
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1.2  Perda óssea inflamatória na periodontite 

A perda óssea inflamatória é um dos principais achados de patologias como a 

periodontite (KAYAL, 2013; SATO; TAKAYANAGI, 2006). A doença periodontal é 

uma patologia crônica que resulta da interação entre os mecanismos de defesa do 

hospedeiro e as bactérias presentes na cavidade oral (BURT, 2005; MADIANOS; 

BOBETSIS; KINANE, 2005).  

Segundo dados da Pesquisa Nacional de Avaliação Nutricional e Saúde (do 

inglês, NHANES), estima-se que ela acomete 46% dos americanos adultos, sendo 

que 8,9% dos casos são considerados severos (EKE et al., 2015). No Brasil, a 

presença de doença periodontal em adultos é de 19,4%, segundos dados do SB 

Brasil 2010 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012). Contudo, a prevalência da doença no 

país pode ser maior. Chambrone et al. (2008), em revisão de literatura, compilou 

dados de estudos epidemiológicos realizados entre 1993 e 2010 e concluiu que a 

prevalência geral da periodontite é de 92,92%. Os autores ainda ressaltaram a falta 

de estudos epidemiológicos que abranjam todas as regiões do país (CHAMBRONE; 

LIMA; CHAMBRONE, 2003).  

Clinicamente, a periodontite promove a destruição progressiva dos tecidos de 

suporte do dente, como cemento e osso alveolar, podendo promover perdas 

dentárias (RAVALD; JOHANSSON, 2012). Além de seu efeito sobre o aparelho 

estomatognático, a doença periodontal é relacionada ao aumento da ocorrência de 

doenças cardiovasculares, parto prematuro e artrite reumatoide (CANTLEY et al., 

2011; LEAL et al., 2015; YU et al., 2015). 

O processo inflamatório observado na periodontite é desencadeado pela 

liberação de enzimas líticas e pela presença de lipopolissacarídeos (LPS) 

provenientes de bactérias, causando dano direto ou ainda promovendo a resposta 

inflamatória de forma indireta (MADIANOS; BOBETSIS; KINANE, 2005). Isso é 

possível graças à interação com os receptores toll-like (TLR). Esses receptores 

estão presentes em diversos tipos celulares, como fibroblastos, mastócitos e 

neutrófilos, e ao serem ativados pelos PAMPs (do inglês, pathogens-associated 

molecular patterns) estimulam a liberação de citocinas pró-inflamatórias (BEKLEN et 

al., 2008; HAYASHI, 2003; SWAMINATHAN et al., 2013). 

Em seguida, ocorre a liberação de histamina pelos mastócitos residentes, bem 

como de TNF-α, gerando alterações vasculares, como a expressão de moléculas de 

adesão no endotélio, e atraindo neutrófilos para o local da inflamação (HUANG et 
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al., 2012; OLIVEIRA et al., 2008). Os polimorfonucleares (PMN) são as primeiras 

células a chegar ao sítio infeccioso e seu mecanismo de defesa consiste na sua 

atividade fagocítica e na liberação de enzimas líticas, tais como a mieloperoxidase 

(MPO), causando, além da morte das bactérias, dano tecidual (KANTARCI; OYAIZU; 

VAN DYKE, 2003). Eles são considerados células-chave para o entendimento da 

progressão da periodontite, pois atuam ainda por outras vias, como ao induzir a 

reabsorção óssea por meio da expressão de RANKL ou até pelo recrutamento de 

linfócitos Th17 através da liberação de quimiocinas (CHAKRAVARTI et al., 2009; 

PELLETIER et al., 2014). 

Outro aspecto importante a ser considerado na periodontite é a resposta 

humoral subsequente ao estímulo bacteriano, que é desencadeada pela interação 

de células T “virgens” com as células apresentadoras de antígenos. A partir deste 

contato, podem sobrevir diversos tipos de respostas mediadas por células Th1, Th2, 

Th17 e células T reguladoras (Treg), de acordo com as citocinas produzidas 

(GAFFEN; HAJISHENGALLIS, 2008; GEMMELL; SEYMOUR, 2004; KRAMER; 

GAFFEN, 2007). Autores tem discutido o papel das citocinas envolvidas com a 

resposta humoral e observaram que IL-1β, INF-γ, IL-6, IL-12 e TNF-α estão ligadas à 

resposta Th1, enquanto IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 parecem estar intimamente 

relacionadas com o perfil Th2 (BELARDELLI; FERRANTINI, 2002; O’GARRA, 1998). 

Finalmente, relacionou-se a secreção de IL-17 a células Th17. Essa citocina é tida 

como fundamental para que a ligação entre a resposta inata e adaptativa ocorra 

(KRAMER; GAFFEN, 2007).  

O papel da citocinas é de suma importância para a exacerbação do quadro 

inflamatório periodontal. Górska et al. (2003) demonstraram que alterações nos 

perfis de expressão de determinadas citocinas possuíam relação direta com os 

achados clínicos da doença, como a perda óssea. Valores aumentados de IL-1β, 

INF-γ, IL-2 e TNF-α e diminuição da quantidade de IL-4 e IL-10 foram relacionados à 

piora do quadro periodontal (GÓRSKA et al., 2003).  

O TNF-α é um importante indutor de osteoclastogênese ao estimular a 

produção de RANKL e precursores estromais (WEI et al., 2005). IL-1β age em 

conjunto, também aumentando a expressão de RANKL nesses precursores e 

estimulando a sua diferenciação em osteoclastos (WEI et al., 2005). Ainda, essas 

duas citocinas tem a capacidade de estimular a produção de outros mediadores 

como IL-6, IL-8, MMPs e prostaglandina E2 (PGE2) que possuem diferentes efeitos 
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na progressão da doença (YUCEL-LINDBERG; NILSSON; MODÉER, 1999). IL-6 

promove um aumento na reabsorção óssea ao passo que estimula a formação de 

osteoclastos (AXMANN et al., 2009). IL-8, por sua vez, tem um papel fundamental 

no recrutamento e ativação de neutrófilos, sendo uma citocina abundantemente 

encontrada no fluido gengival de pacientes com periodontite (JIN; SÖDER; 

CORBET, 2000). As MMP são produzidas pelos fibroblastos e causam reabsorção 

da matriz colágena, contribuindo diretamente para o dano tecidual (BEKLEN et al., 

2007). Finalmente, PGE2 causa uma suprarregulação de RANKL e inibição da 

expressão de OPG nas células osteoblásticas (BLACKWELL; RAISZ; PILBEAM, 

2010) 

Assim, ao estimular direta ou indiretamente o aumento dos valores de RANKL, 

os mediadores inflamatórios deslocam o equilíbrio existente na razão RANKL/OPG, 

promovendo reabsorção óssea e consequente destruição das estruturas 

periodontais (KINANE; PRESHAW; LOOS, 2011). Em estudo clínico, Crotti et al. 

(2003) observaram uma maior expressão do RNA mensageiro (RNAm) de RANKL 

em pacientes com periodontite. Ainda, encontrou-se uma importante marcação 

celular para fosfatase ácida tartarato-resistente (TRAP), importante marcador de 

atividade osteoclástica, enquanto a expressão de OPG estava diminuída (CROTTI et 

al., 2003).  

Finalmente, é importante considerar que as recentes descobertas a respeito 

dos mecanismos moleculares envolvidos na progressão da doença periodontal 

podem não ser suficientes para o seu completo entendimento. Nesse sentido, a 

utilização de modelos de estudos se mostra então fundamental para o 

esclarecimento de aspectos ainda não considerados. 

 
1.3 Modelo de reabsorção óssea alveolar induzida po r ligadura 

A utilização de modelos animais para a reprodução de determinadas condições 

patológicas é uma importante ferramenta em pesquisa científica. Um dos primeiros 

modelos de periodontite experimental foi primeiramente publicado por Sallay et al. 

(1982) e visava mimetizar as condições necessárias para o desenvolvimento da 

periodontite em ratos. O protocolo experimental consistia na inserção de um fio de 

sutura de seda ao redor do 2° molar superior de um rato previamente anestesiado, 

com o nó cirúrgico voltado para a face palatina do dente. A colocação dessa ligadura 
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promovia a perda óssea na região do desafio e a reabsorção encontrada era 

mensurada diretamente (SALLAY et al., 1982).  

O modelo de ligadura promove uma importante perda óssea alveolar mediante 

uma reação de corpo estranho, além de possibilitar o acúmulo de placa na região de 

sua instalação (KUHR et al., 2004). O trauma da inserção do fio ao redor do dente 

do rato resulta na quebra da barreira epitelial e facilita a migração de bactérias para 

o periodonto (LIAO et al., 2014). O dano tecidual resultante desse processo exibe 

características tais como a destruição das estruturas de suporte do dente e a 

presença de infiltrado leucocitário (LIMA et al., 2000, 2004).  

Anteriormente, Crawford et al. (1978) estabeleceram um diferente protocolo de 

indução de perda óssea alveolar em ratos que se baseava na inoculação de 

bactérias periodontopatogênicas, ou seja, associadas a progressão da doença 

periodontal. Neste estudo, apresentou-se um novo método que consistia na 

utilização de silicone de impressão ao redor dos molares para a mensuração da 

reabsorção óssea vertical (CRAWFORD; TAUBMAN; SMITH, 1978).  

A partir dos trabalhos de Crawford et al. (1987) e Sallay et al. (1982), diversos 

autores desenvolveram outros modelos de indução de perda óssea alveolar. A 

injeção de bactérias periodontopatogênicas ou mesmo de seus componentes (o 

LPS, por exemplo) é um dos modelos para estudo da periodontite experimental. Ao 

injetar o estímulo, espera-se uma agressão direta do componente bacteriano ao 

tecido periodontal, sem a necessidade de uma colonização secundária (GRAVES et 

al., 2012). 

A inoculação de patógenos também pode ser realizada por gavagem, de forma 

que os microrganismos ficam suspensos em uma solução aquosa administrada por 

via oral (GRAVES et al., 2012). Esse modelo gera uma perda óssea compatível com 

a instalação de uma periodontite, com participação de diversos mediadores 

inflamatórios, como TNF-α, IL-12 e INF-γ (GARLET et al., 2005). 

Apesar da possibilidade de utilização de diversas espécies de animais, 

incluindo cachorros e macacos, os roedores, especialmente ratos e camundongos, 

são considerados mais convenientes para a indução da perda óssea alveolar 

mediante a utilização de ligadura. A similaridade da anatomia do periodonto, a 

facilidade de manipulação e a facilidade na obtenção de diferentes genomas são 

algumas das características que justificam essa afirmação (OZ; PULEO, 2011). 
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De Molon et al. (2014) compararam diferentes protocolos de indução de 

periodontite e concluíram que o modelo de ligadura, juntamente com a injeção de 

Porphyromonas gingivalis, é um dos mais representativos em ratos. Ainda, os 

autores reiteraram que a perda óssea gerada pela colocação do fio ao redor de um 

dos dentes molares gera uma reabsorção óssea que é mais intensa nos primeiros 

dias e tende a decair após 30 dias (DE MOLON et al., 2014).  

Diversos autores tem utilizado diferentes adaptações ao modelo proposto por 

Sallay et al. (1982), variando fatores como o tempo experimental, o tipo de animal 

utilizado, o método de mensuração da perda óssea, o material da ligadura e o local 

de sua instalação. A sua utilização possibilita o estudo da patogênese da doença 

periodontal, além de propiciar a avaliação da resposta do tecido ósseo à 

administração de diferentes fármacos (ASSUMA et al., 1998; DI PAOLA et al., 2004, 

2007; GOES et al., 2010, 2014; HOLZHAUSEN et al., 2002; JIN et al., 2007; LIMA et 

al., 2000, 2004; LOHINAI et al., 1998) 

 

1.4 Quimioterapia do câncer 

O termo câncer se refere a neoplasias malignas resultantes do crescimento de 

células transformadas, com potencial de invadir tecidos e órgãos, próximos ou 

distantes (ALMEIDA et al., 2005). Uma vez modificadas, as células do tumor passam 

a interagir com células estromais, formando um microambiente propício ao 

crescimento tumoral (BARCELLOS-HOFF; LYDEN; WANG, 2013). 

De acordo com dados publicados pela Organização Mundial da Saúde (OMS), 

esta patologia é considerada uma das principais causas de morte entre a população 

mundial, sendo responsável por 8,2 milhões de mortes em 2012. Estima-se ainda 

que, em duas décadas, o número de novos casos anuais da doença passará de 14 

para 22 milhões (OMS, 2014). No Brasil, prevê-se que aproximadamente 576.580 

novos casos podem surgir ainda em 2014 (INCA, 2014). 

O câncer é um importante problema de saúde pública e possui um efeito 

considerável na economia global. Em estudo conduzido pela Sociedade Americana 

do Câncer (ACS) e pela Fundação Livestrong, pesquisadores descobriram que essa 

patologia apresenta o maior custo dentre as demais causas de morte, um prejuízo 

avaliado em cerca de 895 bilhões de dólares somente no ano de 2008 (ACS, 2010). 
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A etiologia dessa condição é multifatorial, na qual diversos riscos ambientais ou 

hereditários podem estar envolvidos. Desta maneira, seu tratamento costuma ser 

multimodal, abrangendo diversas modalidades terapêuticas, tais como a excisão 

cirúrgica, radioterapia e quimioterapia (ALMEIDA et al., 2005).. 

Desde a descoberta das propriedades antitumorais do gás de mostarda, fato 

que deu origem aos fármacos do grupo das mostardas nitrogenadas, diversas 

drogas tem sido desenvolvidas para o combate ao câncer (CHABNER; JR, 2005; 

PAPAC, 2002). A demonstração da atividade de um antagonista do folato sobre 

leucemia em crianças deu origem a implementação do tratamento com 

antimetabólitos, ainda amplamente utilizados em clínica oncológica (FARBER et al., 

1948). O desenvolvimento de novos fármacos seguiu com o desenvolvimento de 

outras classes de agentes anticâncer, como os análogos da purina e da pirimidina, 

alcaloides da vinca, taxois, compostos de platina e, mais recentemente, a terapia-

alvo, com substâncias agindo em pontos-chave do crescimento tumoral (CHABNER; 

JR, 2005; PAPAC, 2002).  

A busca de fármacos cada vez mais específicos reflete uma característica 

importante do tratamento com fármacos antineoplásicos convencionais: os diversos 

efeitos colaterais, principalmente relacionados aos tecidos dotados de células 

constantemente em divisão (ALMEIDA et al., 2005). Contudo, estudos tem mostrado 

que mesmo as mais recentes drogas possuem efeitos adversos importantes 

(SIVENDRAN et al., 2014).  

A toxicidade dos fármacos anticâncer se manisfesta em todo o organismo, 

sendo relatados efeitos como as mucosites (MARTINEZ et al., 2014), 

cardiotoxicidade (KINGSLEY et al., 2014), neurotoxicidade (GUO et al., 2014), 

síndrome da mão e pé (HÉNIN et al., 2014), cistite (WANG et al., 2013) e perda 

óssea (PACCOU et al., 2014). Particularmente, os efeitos tóxicos dos 

antineoplásicos antimetabólitos, como o 5-fluorouracil (5-FU), tem sido 

extensamente discutidos na literatura (CORDIER et al., 2011; JENSEN; 

SØRENSEN, 2012; NOMURA et al., 2013; SCHWAB et al., 2008), com particular 

enfoque para seus efeitos no trato gastrointestinal (LIMA et al., 2005; MAIOLI et al., 

2014; YOSHINO et al., 2013). Adicionalmente, tem sido demonstrado que o 5-FU 

pode promover perda óssea e retardo no crescimento de ratos jovens (NADHANAN 

et al., 2012; XIAN et al., 2004, 2006).  
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1.5 5-Fluorouracil (5-FU) 

O 5-fluorouracil é um fármaco pertencente à classe das pirimidinas fluoretadas, 

que foi primeiramente sintetizado em 1957 (DUSCHINSKY; PLEVEN; 

HEIDELBERGER, 1957). Seu desenvolvimento apoiou-se na observação de que 

hepatomas em ratos utilizavam uracila marcada radiativamente de forma mais ávida 

do que os tecidos normais, sugerindo o papel dessa base nitrogenada pirimídica no 

crescimento tumoral (RUTMAN; CANTAROW; PASCHKIS, 1954). 

Por ser um análogo da uracila, o 5-FU é transportado rapidamente para o 

interior da célula utilizando o mesmo transportador de pirimidina (DOMIN; MAHONY; 

ZIMMERMAN, 1993). No interior da célula, o fármaco é convertido nos metabólitos 

ativos monofosfato de fluorodeoxirudina (FdUMP), trifostato de fluorodeoxirudina 

(FdUTP) e trifosfato de fluorouridina (FUTP), responsáveis pela interrupção na 

síntese de RNA e da ação da timidilato sintase, enzima responsável pela síntese de 

nucleotídeos (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). Estima-se que 

aproximadamente 80% do fármaco esteja suscetível ao metabolismo de primeira 

passagem pela enzima di-hidropirimidina desidrogenase (DPD), tornando a 

administração endovenosa como padrão nos esquemas terapêuticos em que era 

incluído (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; MALET-MARTINO; JOLIMAITRE; 

MARTINO, 2002).  

 

Figura 2 – Estrutura química do 5-fluorouracil (5-FU) 

 
Fonte: Guerrero-Ramírez e Katime, 2011. 

 

Tendo em vista seu mecanismo de ação citotóxico, o 5-FU tornou-se um 

agente importante na quimioterapia do câncer, já tendo sido utilizado em protocolos 

contra tumores do trato gastrintestinal, de mama e de cabeça e pescoço (MALET-
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MARTINO; JOLIMAITRE; MARTINO, 2002). Por apresentar resposta limitada 

quando administrado sozinho, ele é associado a outros agentes quimioterápicos com 

o objetivo de aumentar a sua atividade e diminuir a ocorrência de resistência tumoral 

ao tratamento (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). Atualmente, é considerado 

tratamento de escolha em tumores avançados de cólon, em associação com a 

leucovorina (VAN KUILENBURG et al., 2007). Além desta associação, é 

frequentemente administrado de forma conjunta a outros fármacos, gerando 

diferentes protocolos terapêuticos, tais como o CMF (ciclofosfamida, metrotexato e 

fluorouracil), FUFOX (com a oxaliplatina), o FLP (com a cisplatina), FOLFIRI (com o 

irinotecano) e o FLOT (com a oxaliplatina e o docetaxel) (BLASHCKE et al., 2013) 

Diversas toxicidades têm sido associadas ao uso do 5-FU, dentre elas 

mielossupressão, cardiotoxicidade, neurotoxicidade, síndrome da mão e pé, 

náuseas, vômitos, diarreias e mucosite (MALET-MARTINO e MARTINO, 2002). 

Recentemente, tem-se estudado o seu papel na perda óssea decorrente da 

quimioterapia, sendo uma possível causa do risco aumentado de fraturas 

(NADHANAN et al., 2012; XIAN et al., 2004; XIAN et al., 2006). A observação da 

diminuição da densidade mineral óssea de mulheres pré-menopausa que receberam 

quimioterapia adjuvante (o regime CMF,por exemplo) foi um dos primeiros indícios 

desse efeito adverso dos fármacos anticâncer (BRUNING et al., 1990). A 

administração dos quimioterápicos promove uma antecipação da menopausa, 

deixando as mulheres mais suscetíveis à perda óssea. A diminuição da densidade 

mineral em ossos como as vértebras pode se manifestar até seis meses após o 

início do tratamento .(SHAPIRO; MANOLA; LEBOFF, 2001) 

Contudo, o mecanismo molecular a partir do qual os agentes quimioterápicos 

promovem o desequilíbrio das vias de remodelação óssea permanece incerto. Sabe-

se que o fármaco atua causando inibição da atividade osteoblástica e estimulação 

do recrutamento de osteoclastos (XIAN et al., 2007; XIAN et al., 2008). A produção 

de citocinas inflamatórias e moléculas osteoclastogênicas, como IL-1, IL-6, TNF-α e 

RANKL, além da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), parecem estar 

envolvidas nesse processo (NADHANAN et al., 2012). 

Ainda não foi estabelecido um tratamento para a perda óssea induzida por 

quimioterápicos (NADHANAN et al., 2012). Estudos clínicos utilizando bisfosfonatos, 

fármacos empregados na terapia da osteoporose, apresentaram dados divergentes 

(FULEIHAN et al., 2005; HINES et al., 2009). O clodronato apresentou resultados 
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satisfatórios quando administrado a pacientes pré-menopausa que receberam o 

regime CMF (SAARTO et al., 1997).  

Em estudo com ratos, XIAN et al. (2004), utilizando uma dose única de 150 

mg/kg, observaram diminuição na proliferação celular na placa de crescimento da 

tíbia, atribuindo ao 5-FU um papel pró-apoptótico, promovendo a morte de 

osteoblastos e seus precursores. Ainda, mostraram que, após 10 dias da 

administração, os animais tiveram menor crescimento em altura em comparação 

àqueles que não receberam o fármaco. A administração de fator de crescimento 

semelhante à insulina (IGF-I) promoveu uma discreta diminuição da apoptose de 

osteoblastos e células da metáfise (XIAN et al., 2004).  

NADHANAN et al. (2012) utilizaram o óleo de ema e mostraram que o 

composto, associado a propriedades anti-inflamatórias, foi capaz de suprimir a perda 

óssea induzida por 5-FU, sugerindo uma possível produção de mediadores 

inflamatórios pelo fármaco. Ainda, verificou-se um aumento na expressão de RNAm 

para RANKL, TNF-α e receptor associado a osteoclasto (OSCAR), indicando um 

aumento da atividade osteoclástica (NADHANAN et al., 2012). 

A ocorrência de periodontite em pacientes submetidos a quimioterapia do 

câncer foi relatada na literatura (OGAWA et al., 2013). A ocorrência de neutropenia 

resultante da imunossupressão causada pelo fármaco deixa o paciente suscetível a 

ação de microrganismos, tais como bactérias, fungos e vírus, e a bolsa periodontal 

pode se tornar um portal de entrada desses patógenos para a corrente sanguínea 

(RABER-DURLACHER et al., 2002).  

Em estudo em ratos, Garcia et al. (2014) avaliaram a influência da 

administração de 5-FU na doença periodontal experimental. Neste trabalho, o 

fármaco foi administrado em doses de 80 e 40 mg/kg, que foram injetadas no 1° e 2 

dia experimental, respectivamente. A ligadura de algodão foi colocada ao redor do 

segundo molar inferior e análises foram feitas 7, 15 e 30 dias após a remoção da 

ligadura. Observou-se que o fármaco promoveu um aumento da reabsorção óssea e 

da destruição das estruturas periodontais. Ainda, o tratamento com raspagem não 

foi suficiente para impedir a progressão da periodontite nos animais que receberam 

o fármaco (GARCIA et al., 2014). 

Considerando que a doença periodontal pode estar relacionada a diversas 

condições sistêmicas, sua ocorrência pode levar a complicações clínicas resultantes 

da bacteremia (RABER-DURLACHER et al., 2002). O tratamento da doença 
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periodontal mostrou resultados positivos em pacientes recebendo fármacos 

anticâncer, diminuindo a profundidade das bolsas periodontais e evitando a perda do 

elemento dentário (OGAWA et al., 2013; VOZZA et al., 2015). 

1.6 Justificativa e relevância 

 O aumento nos novos casos de câncer no mundo tem levado cada vez mais 

pessoas a se submeterem a tratamentos com fármacos anticâncer. Esses 

medicamentos possuem a característica de atuarem em células sob constante 

divisão, impedindo, assim, o crescimento tumoral (ALMEIDA et al., 2005). Contudo, 

a falta de especificidade de alguns desses fármacos pode levar ao surgimento de 

diversos efeitos indesejados, como a mucosite, a neurotoxicidade, a cardiotoxidade 

e a perda óssea .Assim, a toxicidade promovida pela quimioterapia pode promover 

um aumento no tempo de hospitalização e nos gastos hospitalares (HASSETT et al., 

2006).  

A ocorrência de periodontite tem sido associada ao tratamento com 

antineoplásicos (OGAWA et al., 2013). Essa patologia se apresenta como um 

processo complexo, resultante da interação do sistema de defesa do organismo e os 

periodontopatógenos (HERNÁNDEZ et al., 2011). Contudo, a imunossupressão 

gerada pela administração do fármaco pode causar uma exacerbação no quadro 

periodontal, possibilitando uma maior destruição dos tecidos de suporte do dente e 

deixando o paciente suscetível a ocorrência de bacteremias e sepse (RABER-

DURLACHER et al., 2002). 

A ampla utilização do 5-FU em diversos protocolos de tratamento agrega 

importância a possíveis efeitos colaterais advindos de sua administração. Nos 

trabalhos de Xian et al. (2004,2006) e Nadhanan et al. (2012), o 5-FU mostrou uma 

ação inibitória sobre o metabolismo ósseo e o crescimento em ratos. Contudo, é 

necessário entender melhor as possíveis repercussões da administração do fármaco 

sobre o osso formado.  

Portanto, a observação da ocorrência de perda óssea em ratos jovens, aliada a 

maior propensão ao desenvolvimento da periodontite no paciente submetido a 

quimioterapia do câncer incentiva a busca de respostas sobre os mecanismos 

envolvidos na interação entre antineoplásico e a remodelação óssea. Nesse sentido, 

nosso trabalho poderia esclarecer aspectos relacionados à ocorrência de perda 



30 

 

óssea em pacientes recebendo 5-FU, contribuindo para incentivar a prevenção de 

perdas dentárias, aumentando a qualidade de vida nesses pacientes. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

• Investigar se o efeito do 5-flourouracil (5-FU) sobre o tecido 

ósseo em modelo de reabsorção óssea alveolar induzida por 

ligadura em ratos. 

 

2.2 Específicos 

� Avaliar se o 5-FU promove alterações nos parâmetros 

macroscópicos, microscópicos e bioquímicos característicos da 

do modelo de reabsorção óssea alveolar induzida por ligadura;  

� Estudar a influência da administração de 5-FU no processo 

inflamatório encontrado no modelo de reabsorção óssea alveolar 

induzida por ligadura; 

� Avaliar se o 5-FU promove alterações nos parâmetros 

sistêmicos de ratos submetidos à reabsorção óssea alveolar 

induzida por ligadura. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

      3.1. Seleção dos animais 

Para a realização deste estudo, foram utilizados 146 ratos Wistar (Rattus 

novergicus) machos, com massa corpórea entre 180 e 220 gramas. Esses 

animais foram procedentes do Biotério Central do Campus do Pici da 

Universidade Federal do Ceará (UFC) e transferidos para o Biotério Setorial do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina (FAMED) 

– UFC, onde foram mantidos em gaiolas apropriadas com seis animais em cada 

uma delas. Todos receberam ração comercial e água à vontade, e 

permaneceram nas mesmas condições ambientais durante os experimentos, 

sendo mantidos em temperatura ambiente e ciclos claro-escuros controlados. O 

protocolo foi estabelecido de acordo com as normas do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

O protocolo de estudo e o delineamento experimental foram aprovados 

pela Comissão de Ética para Uso de Animais (CEUA) – UFC (nº 85/13).  

3.2. Aparelhos e instrumentos laboratoriais 

Abridor de boca (adaptado pelo laboratório) 

Agitador magnético 725ª – Fisatom – São Paulo – São Paulo – Brasil  

Alcoômetro Gay-Lussac – Incoterm – Porto Alegre – Rio Grande do Sul - Brasil  

Balança digital Bioprecisa BS3000 – Curitiba – Paraná - Brasil 

Balança digital modelo MF6/ 1- Filizola – São Paulo – Brasil 

Balança eletrônica de precisão– Sartorius BL 210S 

Balança eletrônica de precisão FA2104N – Bioprecisa – Curitiba – Paraná 

Brasil  

Banho-maria digital NT 245 – Nova Técnica Equipamentos – Piracicaba – 

São Paulo – Brasil 

Capela 0216-21 – Quimis – Diadema – São Paulo – São Paulo 

Centrífuga 80-2B – Centribio – São Paulo – São Paulo - Brasil 

Centrífuga Eppendorf – 5804R – Hamburgo – Alemanha 

Destilador modelo 016 – Fabbe Primar – São Paulo – São Paulo 

Espátula 7 – Golgran – São Caetano do Sul – São Paulo – Brasil 

Espectofotômetro Uv-5100B – Senova – Xangai – China 

Freezer -80 °C Ultrafreezer – Thermo Scientific - USA 
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Leitor de placas tipo ELISA modelo ELX 800 – Bio Tek instruments – EUA 

Leitor de placas do tipo ELISA  

Homogenizador de amostras – Polytron PT10-35 – Kinematica – Suiça 

Máquina de gelo EGE 300M – Everest – Rio de Janeiro – Brasil 

Microscópio óptico modelo 175045 – Zeiss – Alemanha 

Microscópico óptico – Olympus BX41TF – Olympus Optical CO – Japão 

Pinça clínica - Golgran – São Caetano do Sul – São Paulo – Brasil 

Pipetas automáticas – LABMATE+- Reino Unido 

Porta-agulha Mathieu- Golgran – São Caetano do Sul – São Paulo – Brasil 

Refrigerador biplex 350 – Cônsul – São Paulo – São Paulo – Brasil  

Tesoura cirúrgica - Golgran – São Caetano do Sul – São Paulo – Brasil 

Vortex – Phoenix – Araraquara – São Paulo – Brasil 

Vortex QL-901 – Biomixer - China 

 

3.3. Fármacos e soluções utilizados 

5-fluorouracil (5-fluorouracila) – Eurofarma – São Paulo – São Paulo - Brasil 

Álcool etílico P.A. – Dinâmica – Diadema – São Paulo – Brasil 

Azul de metileno – VETEC – Rio de Janeiro – Rio de Janeiro - Brasil 

Capilares heparinizados – Perfecta – São Paulo – São Paulo - Brasil 

Conjunto de corantes para coloração diferencial em hematologia Instant-prov 

-  NewProv – Pinhais – Paraná – Brasil 

Diaminobenzidina (DAB) -  

EDTA (sal dissódico) P.A. – Dinâmica – Diadema – São Paulo – Brasil 

Eosina – Merck - Alemanha 

Formaldeído P.A. – Dinâmica – Diadema – São Paulo – Brasil 

Hematoxilina – Merck - Alemanha 

 Kit para dosagem de fosfatase alcalina – Labtest- Lagoa Santa – Minas 

Gerais – Brasil 

Kit para dosagem de ureia – Labtest- Lagoa Santa – Minas Gerais – Brasil 

Kit para dosagem de creatinina – Labtest- Lagoa Santa – Minas Gerais – 

Brasil 

Kit para dosagem de TGO – Labtest- Lagoa Santa – Minas Gerais – Brasil 

Kit para dosagem de TGP –Labtest – Lagoa Santa – Minas Gerais – Brasil 
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Kit para ELISA anti-rato TNF-α – R & D Systems - USA  

Kit para ELISA anti-rato IL-1β - USA 

Hidrato de Cloral hidratado – VETEC – Rio de Janeiro – Rio de Janeiro - 

Brasil 

Hidróxido de Sódio P.A.em lentilhas – VETEC- Rio de Janeiro – Rio de 

Janeiro – Brasil 

Peróxido de hidrogênio a 30% - Sigma-Aldrich – St. Louis - USA 

3.4. Modelo de reabsorção óssea alveolar induzida p or ligadura 

Utilizou-se o modelo de reabsorção óssea alveolar induzida por ligadura 

(LIMA et al., 2000, 2004), o qual consiste em inserir um fio de sutura de náilon 

3.0 ao redor do segundo molar superior esquerdo de um rato anestesiado com 

hidrato de cloral a 10% (300 mg/kg; IP). Previamente à passagem do fio, utilizou-

se uma guia (agulha) nos espaços interproximais mesial e distal do dente citado. 

Logo em seguida, o fio foi inserido e um nó cirúrgico foi realizado, estando o 

mesmo voltado para a face vestibular da cavidade oral do rato. Os animais foram 

sacrificados no 11o dia, considerado pico das lesões, onde se observa intensa 

perda óssea alveolar (LIMA et al., 2000). 

Figura 3- Procedimento para execução do modelo de reabsorção óssea alveolar 

induzida por ligadura em ratos. 

 

Previamente à passagem do fio, utilizou-se uma guia (agulha) nos espaços interproximais mesial 
e distal do segundo molar superior esquerdo do animal. Logo em seguida, o fio foi inserido e um 
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nó cirúrgico foi realizado, estando o mesmo voltado para a face vestibular da cavidade oral do 
rato.  

Os animais foram divididos nos seguintes grupos: 

a) Grupo não-tratado (NT) 

Esse grupo foi constituído por 6 animais, os quais foram submetidos à 

indução da perda óssea. Os animais receberam água destilada (2 

ml/kg; IP), trinta minutos antes da instalação do fio, sendo os animais 

sacrificados no 11° dia após a indução da perda óssea.  

 

b) Grupos 5-fluorouracil (5-FU) 

Os animais foram distribuídos em três grupos com 7-10 animais cada, 

os quais foram submetidos à indução da perda óssea por ligadura. O 5-

FU foi administrado nas doses de 37,5, 75 ou 150 mg/kg (IP), trinta 

minutos antes da instalação do fio, sendo os animais sacrificados no 

11° dia após a indução da perda óssea. 

 

3.4.1. Avaliação da perda óssea induzida por ligadura 

3.4.1.1. Avaliação do tecido periodontal e atividad e osteoblástica 

O tecido ósseo alveolar foi avaliado através das análises morfométrica, 

histométrica e histopatológica. O ensaio de mieloperoxidase (MPO) e a dosagem 

de TNF-α e IL-1β foram realizados em macerado de gengiva. A atividade 

osteoblástica foi avaliada através dos níveis séricos de Fosfatase Alcalina Óssea 

(FAO) (Figura 4). 
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Figura 4 - Esquematização das análises utilizadas na metodologia. 

 
Utilizou-se o modelo de perda óssea por ligadura (LIMA et al., 2000, 2004) que está 
representado nesse esquema. Primeiramente, administrou-se água destilada (2 ml/kg) ou 5-FU 
nas doses de 37,5, 75 ou 150 mg/kg via intraperitoneal trinta minutos antes da colocação da 
ligadura. Anestesiou-se o rato com hidrato de cloral a 10% (300 mg/kg; IP) e seguiu-se o 
protocolo experimental. Então, os animais foram sacrificados no 11o dia, considerado pico das 
lesões, onde se observa intensa perda óssea alveolar (LIMA et al., 2000). Após o sacrifício, a 
maxila foi retirada e conservadas em formol a 10%, sendo processadas para análises 
histopatológica e histométrica ou dissecadas para análise morfométrica. Amostras de tecido 
gengival foram retiradas para realização de ensaio de MPO e citocinas. Amostras sanguíneas 
foram colhidas nos dias 0 e 11 para confecção de leucograma e realização de dosagens 
bioquímicas. Finalmente, fígado, baço e rim foram removidos para cálculo do índice de órgãos. 

 

A) Análise morfométrica do osso alveolar 

No 11º dia após a colocação da ligadura, os animais foram sacrificados e 

suas maxilas removidas e fixadas em formol tamponado a 10%, durante 24 

horas. A seguir, as maxilas foram separadas em duas hemiarcadas, dissecadas 

e coradas com azul de metileno a 1%, com o objetivo de discriminar o osso dos 

dentes, os quais se coram em menor intensidade (LIMA et al., 2000, 2004). Para 

a quantificação da reabsorção óssea, as duas hemiarcadas foram acomodadas 

com massa de modelar em lâminas para microscópio e posteriormente 

fotografadas em câmera digital Sony Super SteadyShot® (modelo DSC-H1; Hong 

Kong, Japão). As imagens foram, então, avaliadas junto ao programa de 

computador ImageJ® (ImageJ 1.44p, National Institute of Health; EUA), 
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considerando demarcação desde a ponta de cúspide até a borda óssea 

remanescente, subtraída da respectiva área da hemiarcada contralateral normal, 

não-tratado próprio do animal. Todos os valores de área obtidos foram 

comparados a outro previamente conhecido (0,25 x 0,25 mm2), como descrito na 

literatura (GOES et al., 2010) (Figura 4). 

 

Figura 5– Mensuração da perda óssea alveolar por análise morfométrica 

 
A análise morfométrica foi feita considerando demarcação desde a ponta de cúspide até a borda 
óssea remanescente, subtraída da respectiva área da hemiarcada contralateral normal, não-
tratado próprio do animal. Todos os valores de área obtidos foram comparados a outro 
previamente conhecido (0,25 x 0,25 mm2), utilizando o software ImageJ®. 
 

B) Análise histométrica do osso alveolar 

O tecido ósseo da região de furca do segundo molar foi avaliado por análise 

histométrica utilizando o método descrito por (MARQUES et al., 2005), com 

adaptações. O mesmo protocolo de indução da perda óssea foi novamente 

realizado em todos os grupos experimentais. Após sacrifício no 11º dia, as 

maxilas foram removidas e fixadas em formol a 10% tamponado por 24 horas. A 

seguir, as hemiarcadas desafiadas ou contralaterais normais foram submetidas à 

desmineralização com EDTA a 10%, por aproximadamente 30 dias. 

Posteriormente, as hemiarcadas foram suspensas em banho em água corrente 

por 24 horas e desidratadas em banhos sucessivos de etanol. As peças foram, 

então, incluídas em parafina para realização de cortes seriados de 4 µm em 

micrótomo apropriado. As lâminas obtidas foram coradas pelo método 

hematoxilina e eosina (HE). 

A área de perda óssea foi calculada traçando-se uma linha paralela ao teto 

da região de furca no ponto mais alto da borda óssea remanescente a partir de 

imagens obtidas em microscópio óptico. A área foi mensurada utilizando o 

software ImageJ® (ImageJ, 1.44p, National Institute of Health; EUA). As 
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imagens obtidas foram comparadas com uma área previamente conhecida 

(0.25x0.25 mm2) (Figura 6). 

 

Figura 6 – Mensuração da perda óssea na região de furca por análise 

histométrica 

 
A análise histométrica foi feita traçando-se uma linha paralela ao teto da região de furca no ponto 
mais alto da borda óssea remanescente a partir de imagens obtidas em microscópio óptico. A 
área foi mensurada utilizando o software ImageJ®. Todos os valores de área obtidos foram 
comparados a outro previamente conhecido (0,25 x 0,25 mm2), utilizando o software ImageJ®. 

 

C) Análise histopatológica do osso alveolar 

A análise histopatológica foi realizada em cortes seriados da hemiarcada 

maxilar, utilizando as mesmas lâminas da análise histométrica. Para a análise 

histopatológica da hemiarcada, a região entre os 1º e 2º molares foi 

considerada, sendo avaliados os aspectos inflamatórios como 

presença/intensidade de infiltrado celular e de osteoclastos, além do estado de 

preservação do processo alveolar e do cemento, atribuindo-se escores entre 0 e 

3, de acordo com a intensidade dos achados, como previamente descrito (LIMA 

et al., 2000):  

Escore 0:  Infiltrado celular ausente ou discreto; escassos ou raros 

osteoclastos; processo alveolar preservado; cemento preservado.  

Escore 1:  Infiltrado celular moderado; presença de alguns osteoclastos; 

pequena reabsorção do processo alveolar; cemento preservado. 
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Escore 2:  Infiltrado celular acentuado; presença de grande número de 

osteoclastos; processo alveolar com reabsorção acentuada; destruição parcial 

de cemento.  

Escore 3:  Infiltrado celular acentuado; presença de um número aumentado 

de osteoclastos; processo alveolar ausente; destruição total do cemento. 

D) Ensaio de mieloperoxidase (MPO) 

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos grânulos azurófilos 

de neutrófilos e a sua atividade é considerada um marcador da presença de 

neutrófilos no tecido inflamado. A atividade de mieloperoxidase foi determinada 

através do método colorimétrico em leitor de placas do tipo ELISA. Amostras de 

tecido gengival da região desafiada foram retiradas após o sacrifício (11° dia 

experimental) e armazenadas a -80 °C, utilizando a versão adaptada de Bradley 

et al., 1982 (LIMA et al., 2005). A gengiva da hemiarcada contralateral foi 

utilizada como não-tratado normal. Para a realização do ensaio, as amostras 

foram pesadas e incubadas em solução tampão gelada (NaCl 0,1 M, NaEDTA 

0,012 M,  NaPO4 0,02 M; pH: 4.7) para posterior homogeneização utilizando um 

triturador (Pollytron). O homogenato foi centrifugado a 4 °C por 15 minutos (3000 

rpm). O sedimento celular (pellet) foi então imerso em 1000 µl de solução 

hipotônica de NaCl (0,2%) e centrifugado novamente a 4 °C por 15 minutos. Em 

seguida, o pellet foi suspenso novamente em tampão NaPO4 0,05 M (pH: 5,4) 

contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente 

homogeneizado. Após a homogeneização, a amostra foi centrifugada a 4 °C por 

15 minutos (10000 rpm). Então, alíquotas de 50 µl da amostra foram colocadas 

em placas de 96 poços e em seguida adicionou-se em cada poço 25 µl de 

solução de 1,6 mM de 3’,3’,3,3-tetrametilbenzidina (TMB) e 100 µl de solução de 

0,5 mM de H2O2. Finalmente, a placa foi incubada por 5 minutos a 37 °C, sendo 

a reação interrompida com H2SO4 (4M) ao fim deste período de tempo. A 

concentração de MPO foi determinada em absorbância de 450 nm.  Os valores 

foram expressos como atividade de MPO por quantidade de tecido gengival, em 

relação a uma curva padrão de neutrófilos (> 90% de pureza), obtida através do 

ensaio de migração neutrofílica por injeção de carragenina (300 µg/animal) no 

peritônio de ratos. 
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E) Avaliação da dosagem sérica de fosfatase alcalina óssea (FAO)  

Antes da indução da perda óssea (dia zero), bem como na ocasião do 

sacrifício (dia 11) foram coletadas amostras de sangue do plexo orbital, 

utilizando capilares heparinizados. A atividade osteoblástica foi avaliada através 

da dosagem indireta da isoforma óssea da fosfatase alcalina total, fosfatase 

alcalina óssea (FAO). A quantificação foi feita a segundo a metodologia da 

inativação térmica de amostras (MOSS; WHITBY, 1975), utilizando “kit” do 

fabricante LABTEST (Labtest, Lagoa Santa-MG, Brasil) conforme as 

instruções do fabricante. Esse método está fundamentado na labilidade da 

isoforma óssea em altas temperaturas. Para tanto, alíquotas de 40 µl da amostra 

de plasma foram levadas ao banho-maria a 56 ºC por 10 minutos, sendo em 

seguida colocadas em um banho de gelo.  A atividade da fosfatase alcalina não 

óssea (termoestável) foi obtida com espectofotômetro com leitura das 

absorbâncias em comprimento de onda de 405 nm. A fosfatase alcalina óssea 

foi determinada pela diferença da dosagem da fosfatase alcalina total 

(constituída pelas isoformas: hepática, entérica e óssea) subtraída da dosagem 

realizada com a amostra aquecida como previamente descrito (MOSS; WHITBY, 

1975). 

F) Avaliação dos níveis de TNF-α e IL-1β por ELISA 

A produção de IL-1β e TNF-α foi mensurada através da determinação da 

concentração dessas citocinas no sobrenadante do macerado do tecido 

gengival. No 11º dia experimental, os animais foram sacrificados e amostras do 

tecido gengival foram retiradas (hemiarcadas desafiada e contralateral) e 

armazenadas a -80 °C. As amostras do tecido foram colhidas, centrifugadas 

(1500g/10min.) e o procedimento de ELISA foi realizado como descrito a seguir: 

(1) Incubação com 2 µg/ml de anticorpo anti-TNF-α e anti-IL-1β  (anticorpo de 

captura) diluído em tampão de bicarbonato (pH 8.2) – 100 µl/poço (placa de 96 

poços) por 16-24h a 4° C; (2) lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% 

v/v; (3) bloqueio com albumina bovina 1% diluída em tampão de lavagem, 100 

µl/poço por 2h à temperatura ambiente; (4) lavagem da placa (3x); (5) incubação 

com a curva padrão de TNF-α e IL-1β diluídas em tampão de lavagem e das 

amostras a serem dosadas (100 µl/poço por 16-24h à 4° C); (6) lavagem da 

placa (3x) (7) incubação com anticorpo biotinilado (anticorpo de detecção) 
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diluído 1:1000 em tampão de lavagem contendo 1% de soro normal de carneiro 

por 1 h à temperatura ambiente; (8) lavagem da placa (3x); (9) incubação com 

avidina-peroxidase (DAKO) diluída 1:5000 em tampão de lavagem, 100 µl/poço 

por 15 min à temperatura ambiente; (10) lavagem da placa (3x); (11) incubação 

com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampão substrato, 100 µl/poço, 

cobrir a placa e deixar no escuro por 5-20 min à temperatura ambiente; (12) a 

reação é parada com 150 µl/poço de H2SO4 1M; (13) leitura em 

espectrofotômetro a 490 nm. Os resultados são expressos em µg/ml como a 

curva padrão. 

3.4.1.2. Avaliação sistêmica 

A condição sistêmica dos animais foi avaliada através da análise da 

sobrevida, leucograma, variação de massa corpórea, avaliação de alterações 

hepáticas, renais e esplênicas utilizando o índice do órgão e/ou dosagens 

bioquímicas (Figura 6). 

A) Sobrevida 

A sobrevida foi avaliada através da observação diária dos animais desde o 

início do protocolo experimental até o sacrifício (11º dia). Os dados foram 

expressos em porcentagem de animais vivos, utilizando a curva de Kaplan-Meier 

e o teste Log-rank (Mantel-Cox) para determinar a diferença entre as curvas.  

B) Variação de massa corpórea 

Todos os animais tiveram suas massas corpóreas medidas antes da 

cirurgia e, após esta, diariamente, durante os 11 dias seguintes do período 

experimental. Os valores encontrados foram expressos como a variação de 

massa corpórea (g) em relação à massa inicial. 

C) Leucograma 

Os animais foram anestesiados com Hidrato de cloral (300 mg/kg; ip) e 

tiveram a ponta da cauda seccionada com uma tesoura. A primeira gota de 

sangue foi desprezada e 20 µl de sangue foram diluídos em 380 µl de Líquido de 

Turk, para a realização da contagem do número total de leucócitos, utilizando 

câmara de Neubauer. Adicionalmente, outra gota de sangue foi colhida para a 
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confecção do esfregaço corado pelo método HE para as contagens diferenciais. 

A coleta de sangue foi realizada no dia 0 e na ocasião do sacrifício (11º dia). 

D) Avaliação hepática 

Amostras de sangue do plexo orbital foram coletadas antes da cirurgia para 

indução da perda óssea (dia 0) e por ocasião do sacrifício (dia 11), e as 

alterações hepáticas dos animais foram investigadas através da determinação 

da atividade sérica das enzimas transaminases (TGO e TGP). A quantificação foi 

realizada utilizando-se “kits” específicos para cada tipo de dosagem, seguindo a 

metodologia do laboratório fabricante (LABTEST ®). Alíquotas de 50 µl da 

amostra foram incubadas em banho-maria a 37 ºC por 60 minutos para TGO e 

30 minutos para TGP, em seguida foram adicionados 250 µl do reagente de cor 

e 2,5 ml de solução NaOH. Posteriormente, determinou-se diretamente em 

espectrofotômetro a leitura das absorbâncias utilizando comprimento de onda de 

505 nm. No sacrifício, o fígado dos animais foi removido e pesado. Os valores 

foram expressos como o índice do respectivo órgão (peso úmido do órgão 

dividido pelo peso do animal no dia do sacrifício) (SILVA et al., 2010).  

E)  Avaliação renal  

Amostras de sangue do plexo orbital foram coletadas antes da cirurgia para 

indução da perda óssea (dia zero) e por ocasião do sacrifício (dia 11) dos 

animais, e as alterações renais dos animais investigadas através da 

determinação da atividade sérica de ureia e creatinina, além do índice do órgão. 

A quantificação foi realizada utilizando-se “kits” específicos para cada tipo de 

dosagem, seguindo a metodologia do laboratório fabricante (LABTEST). Para 

determinação dos níveis séricos de ureia, alíquotas de 10 µl da amostra foram 

adicionadas a 1 ml de urease tamponada e incubadas em banho-maria a 37 ºC 

por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 1 ml da solução oxidante e 

posteriormente determinou-se diretamente em espectrofotômetro a leitura das 

absorbâncias utilizando comprimento de onda de 600 nm.  

Para determinação dos níveis séricos de creatinina, alíquotas de 125 µl da 

amostra foram adicionadas a 250 µl de ácido pícrico e 1 ml de solução tampão. 

Em seguida, as amostras foram encubadas em banho-maria a 37 ºC por 10 

minutos. Após esse período realizou-se a primeira leitura em espectrofotômetro 
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com comprimento de onda de 510 nm. Em seguida, adicionou-se 50 µl de 

solução acidificante para a realização de uma nova leitura das absorbâncias. No 

sacrifício, o rim dos animais foi removido e pesado. Os valores foram expressos 

como o índice do respectivo órgão (peso úmido do órgão dividido pelo peso do 

animal no dia do sacrifício) (SILVA et al., 2010).  

F) Avaliação esplênica 

No sacrifício, o baço dos animais foi removido e pesado. Os valores foram 

expressos como o índice do respectivo órgão (peso úmido do órgão dividido pelo 

peso do animal no dia do sacrifício) (SILVA et al., 2010).  

 

3.5. Análise estatística 

Os dados paramétricos foram expressos como Média±EPM.  A Análise de 

Variância (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni, foi utilizada na 

comparação entre os grupos. 

Os dados não paramétricos foram expressos como Mediana acompanhada 

de valores extremos e os testes estatísticos aplicados foram o de Kruskal-Wallis 

e Dunn. Em todas as situações, foi adotado o nível de significância p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Avaliação da perda óssea alveolar em modelo de reabsorção óssea alveolar 

induzida por ligadura em ratos 

4.1.1 Avaliação do tecido periodontal e atividade o steoblástica 

A) Análise morfométrica do tecido ósseo alveolar 

A colocação da ligadura promoveu a reabsorção do osso alveolar em 

animais do grupo não-tratado após 11 dias(6,50±0,79 mm²). Nos grupos que 

receberam 5-FU, a perda óssea alveolar também ocorreu que receberam 5-

FU nas doses de 37,5 (5,49±0,65 mm²), 75 (7,72±0,45 mm²) e 150 mg/kg 

(10,20±0,85 mm²), sendo que, nos animais que receberam a maior dose, 

houve um aumento significante em relação ao grupo não-tratado (p<0,05) 

(Figura 7). 

O aspecto macroscópico das hemiarcadas maxilares pode ser 

evidenciado na figura 8, onde se observa a hemiarcada normal, onde não foi 

realizada ligadura (A), a hemimaxila tratada do grupo não-tratado (B) e a dos 

grupos tratados com 5-FU nas doses de 37,5 (C), 75 (D) e 150 mg/kg (E). 

 

Figura 7 - Efeito do 5-fluorouracil (5-FU) na reabsorção óssea alveolar induzida por 

ligadura em ratos. 

 
A colocação da ligadura promoveu perda óssea alveolar após 11 dias. As barras representam 
os valores obtidos na análise morfométrica, sendo eles expressos em média±EPM. *p<0.05 
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indica diferença estatística entre o grupo dos animais que receberam 5-FU na dose de 150 
mg/kg e o grupo não-tratado (ANOVA; Bonferroni). 

 

 

Figura 8 - Aspecto macroscópico do periodonto de ratos normais (a) ou submetidos 

à reabsorção óssea alveolar induzida por ligadura – não-tratado (b) ou 5-FU 37,5 (c), 

75 (d) e 150 (e). 
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(A): periodonto de animal que recebeu água destilada e não foi submetido à colocação da ligadura 
(normal). (B): periodonto de animal do grupo não-tratado, mostrando destruição do osso alveolar e 
exposição das raízes. (C), (D) e (E): periodonto de ratos que receberam 5-FU nas doses de 37,5, 75 
e 150, respectivamente, mostrando destruição do osso alveolar e exposição das raízes, quadro que 
se mostra exacerbado na maior dose utilizada (150 mg/kg). 
 

B) Análise histométrica do osso alveolar 

 A colocação da ligadura promoveu um aumento na reabsorção do osso 

alveolar na região de furca em relação ao grupo normal (Normal=0,05±0,005 

mm²; NT=0,50±0,04 mm²) (p<0,05). Esse aumento também foi observado nos 

animais que receberam 5-FU nas doses de 75 (0,60±0,10 mm²) e 150 mg/kg 

(1,34±0,19 mm²) (p<0,05). Os animais que receberam a maior dose do fármaco 

apresentaram maiores valores de histometria quando comparados ao grupo NT 

(p<0,05) (Tabela 1). 

O aspecto do osso alveolar da região de furca pode ser observado na 

Figura 9. A colocação da ligadura promove uma diminuição do tecido ósseo na 

região de furca. A administração de 5-FU potencializou esse processo, 

principalmente no grupo que recebeu a maior dose, cujo aspecto evidenciou 

uma grande desorganização do tecido ósseo da região, com áreas de 

sequestros ósseos. 
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Tabela 1 - Avaliação histométrica do efeito do 5-FU na reabsorção óssea alveolar induzida 

por ligadura. 

Histometria 

(mm²) 

Normal Não-tratado 
5-FU 

37,5 mg/kg 75 mg/kg 150 mg/kg 

0,05±0,005 0,50±0,04# 0,40±0,14 0,60±0,10# 1,34±0,19#* 

A colocação da ligadura promoveu um aumento na perda óssea da região de furca quando comparada com 
o grupo normalOs valores obtidos na análise histométrica foram expressos em média±EPM. #p<0,05 
representa diferença estatisticamente significante entre os grupos NT, 5-FU 75 e 150 em relação ao normal; 
*p<0.05 indica diferença estatística entre o grupo dos animais que receberam 5-FU na dose de 150 mg/kg e 
o NT (ANOVA; Bonferroni). 

 

Figura 9 - Fotomicrografias evidenciando o efeito do 5-FU na perda óssea da área 

de furca do segundo molar superior de ratos submetidos à reabsorção óssea 

alveolar induzida por ligadura. 
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Na fotomicrografia A, observa-se o aspecto da região de furca de um rato normal, com presença do 
osso alveolar íntegro. A colocação da ligadura promoveu um aumento na perda óssea da região de 
furca dos ratos do grupo NT (B). A administração de 5-FU exacerbou a reabsorção óssea, sendo 
possível observar a presença de sequestros ósseos e desorganização da estrutura óssea, 
principalmente no grupo que recebeu a maior dose [37,5 (C), 75 (D), 150 (E)]. 

 

C) Análise histopatológica do osso alveolar 

A análise histopatológica do tecido localizado na região entre o primeiro e 

o segundo molar de ratos do grupo NT mostrou presença de infiltrado 

inflamatório e destruição do cemento e processo alveolar, apresentando 

mediana de escore 3 (2-3) (Tabela 1). Esse quadro difere daquele observado 

nas hemiarcadas que não receberam a ligadura, cujo aspecto era de 

estruturas periodontais preservadas e ausência de infiltrado inflamatório, 

mediana de escore 0 (0-0) (Tabela 1) (p<0,05). Nos animais dos grupos que 

receberam 5-FU, houve um aspecto similar ao observado no grupo não-

tratado, evidenciando grande destruição das estruturas de suporte do dente e 

presença de inflamação. Dentre os animais que receberam o fármaco, apenas 

o grupo 37,5 não foi estatisticamente diferente dos animais do grupo normal 

[2 (0-2)]. Os grupos 5-FU 75 e 150 apresentaram medianas de escore 3 (2-3) 

e 3 (3-3), respectivamente.   

Na figura 10, é possível observar o efeito do 5-FU nas estruturas 

periodontais. Considerando o grupo normal, é possível observar a 

preservação das estruturas periodontais, com cemento e osso alveolar 

intacto. A colocação da ligadura promoveu um processo inflamatório que 

levou a destruição dos tecidos de suporte do dente. Nos animais que 
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receberam 5-FU em suas maiores doses (75 e 150 mg/kg), também ocorreu 

um impacto sobre os tecidos do periodonto, com marcada presença de 

infiltrado inflamatório. 

 

Tabela 02 - Efeito do 5-fluorouracil (5-FU) na análise histopatológica na periodontite 

induzida por ligadura em ratos. 

Escores 
Normal Não-tratado 

5-FU 

37,5 mg/kg 75 mg/kg 150 mg/kg 

0 (0-0) 3 (2-3)# 2 (0-2) 3 (2-3)# 3 (3-3)# 

A colocação da ligadura promoveu um aumento do infiltrado inflamatório e da destruição dos tecidos de 
suporte. Os dados representam valores de mediana (seguidos de seus valores extremos) relacionados a 
escores atribuídos às lâminas, que se referem à análise de parâmetros relacionados a integridade do 
tecido periodontal e a presença de infiltrado inflamatório na área. #p<0,05 representa diferença 
estatisticamente significante entre os grupos não-tratado, 5-FU 75 e 150 em relação ao normal (Kruskal-
Wallis e Dunn). 

Figura 10 - Fotomicrografias evidenciando o efeito do 5-FU sobre as estruturas 

periodontais de ratos submetidos à reabsorção óssea induzida por ligadura.  
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Nos animais do grupo normal é possível identificar as estruturas periodontais intactas e a ausência de 
infiltrado inflamatório (A e F). A colocação da ligadura promoveu a destruição dos tecidos periodontais, com 
instalação de processo inflamatório (Be G). Nos animais que receberam 5-FU nas maiores doses (75 e 150 
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mg/kg),foi possível observar um quadro exacerbado de inflamação e desorganização das estruturas 
periodontais [75 (D e I); 150 (E e J)]. Apenas o grupo que recebeu a dose de 37,5 mg/kg não apresentou 
diferença estatística em relação ao grupo normal. As áreas indicadas com as letras c, oa, lp e g significam, 
respectivamente, cemento, osso alveolar, ligamento periodontal e gengiva. A seta indica a região vista no 
maior aumento (aumento de 40x e 400x). 

 

D) Ensaio de mieloperoxidase (MPO) 

A colocação da ligadura ao redor do segundo molar dos ratos 

promoveu um aumento na atividade da enzima mieloperoxidase no tecido 

gengival quando comparado ao grupo normal, indicando presença de infiltrado 

neutrofílico no local do desafio (normal=1,38±0,16 U/mg; NT=5,00±0,57 U/mg) 

(p<0,05) (Figura 11). Os animais tratados com 5-fluorouracil nas suas 

diferentes doses também apresentaram aumento na atividade da enzima [37,5 

(6,32±0,69 U/mg); 75 (5,34±0,37 U/mg); 150 (3,97±0,56 U/mg)], contudo não 

apresentaram diferença estatisticamente significante em relação ao NT 

(p>0,05).   

 

Figura 11 - Efeito do 5-fluorouracil (5-FU) na atividade de mieloperoxidase em tecido 

gengival na reabsorção óssea alveolar induzida por ligadura em ratos. 
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Observou-se que os animais dos grupos que receberam 5-FU nas doses de 37,5, 75 e 150 
mg/kg apresentaram atividade de mieloperoxidase aumentada quando comparados ao grupo 
normal, no 11° dia experimental, não apresentando diferença estatística em relação ao grupo 
não-tratado. As barras representam os valores obtidos no ensaio, sendo eles expressos em 
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média±EPM. #p<0.05 indica diferença estatística do grupo dos animais que receberam 5-FU em 
suas diferentes doses e do grupo não-tratado em relação ao normal (ANOVA; Bonferroni). 

 

E) Avaliação da dosagem sérica de Fosfatase Alcalina Óssea (FAO) 

 

A colocação da ligadura proporcionou uma diminuição estatisticamente 

significante na atividade sérica de Fosfatase Alcalina Total (FAT) em relação ao 

grupo normal [normal (119,70±4,10 U/ml); NT (88,16±8,03 U/ml)]. Dentre os 

grupos de animais que receberam 5-FU, observou-se também uma redução 

nos valores séricos de FAT [37,5 (79,89±5,20 U/ml); 75 (76,10±4,23 U/ml); 150 

(78,75±3,58 U/ml)] (p<0,05) (Figura 12 A).  

Em relação à Fosfatase Alcalina Óssea (FAO), observou-se que a colocação 

da ligadura foi capaz de diminuir a atividade sérica dessa isoforma [normal 

(86,34±5,49 U/ml); NT (49,06±4,89 U/ml)] (p<0,05). Tal diminuição também foi 

observada em todos os grupos que receberam 5-FU [37,5 (45,01±6,20 U/ml), 

75 (32,68±2,71 U/ml), 150 (18,48±3,28 U/ml)] (p<0,05) (Figura 12 B). 

 

Figura 12 - Efeito do 5-fluorouracil (5-FU) sobre os níveis séricos de Fosfatase 

Alcalina Total e Fosfatase Alcalina Óssea na periodontite por ligadura em ratos.  

 

F
o

s
fa

ta
s
e
 a

lc
a
li
n

a
 t

o
ta

l 
(U

/m
l)

 



54 

 

 
 

A colocação da ligadura foi capaz de promover a diminuição dos níveis séricos de FAT e FAO, o que 
também foi observado nos grupos que receberam 5-FU. As barras representam os valores obtidos no 
ensaio, sendo eles expressos em média±EPM.. #p<0.05 indica diferença estatística do grupo dos 
animais que receberam 5-FU em suas diferentes doses e do grupo não-tratado em relação ao grupo 
dos que receberam água destilada; *p<0,05 indica diferença estatística entre os grupos dos animais 
que receberam o 5-FU e o não-tratado (ANOVA; Bonferroni).  

F) Avaliação dos níveis de TNF-α e IL-1β por ELISA 

Em relação à expressão de TNF-α no tecido gengival, observou-se que 

a colocação da ligadura induziu um aumento na quantificação desta citocina 

em relação ao lado não desafiado [normal (0,33±0,19 pg/mg); NT (1,63±0,40 

pg/mg)] (p<0,05). Nos animais que receberam 5-FU, também houve um 

acréscimo em relação ao grupo normal [37,5 (2,08±0,34 pg/mg)], sendo que 

nas doses de 75 (3,82±0,52 pg/mg) e 150 mg/kg (9,74±2,14 pg/mg) encontrou-

se uma quantidade ainda maior, apresentando diferença estatisticamente 

significante em relação aos ratos do grupo NT (p<0,05) (Figura 13 A).   

A colocação da ligadura foi capaz de aumentar os níveis de IL-1β na 

gengiva desafiada (9,77±2,16 pg/mg) em relação ao tecido normal (3,12±0,85 

pg/mg) (p<0,05). Esse aumento também foi observado nos animais que 

receberam 5-FU [37,5 (9,18±2,06 pg/mg); 75 (8,68±2,09 pg/mg) (p<0,05). Nos 

ratos que receberam 5-FU na dose de 150 mg/kg (21,84±1,26 pg/mg), 

observou-se uma maior presença da citocina quando comparada aos animais 

do grupo NT (p<0,05) (Figura 13 B). 
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Figura 13 - Efeito do 5-fluorouracil (5-FU) na expressão de TNF-α (A) e IL-1β (B) na 

reabsorção óssea alveolar induzida por ligadura em ratos.  
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A colocação da ligadura promoveu um aumento na concentração de TNF-α e IL-1β na 
gengiva. A administração de 5-FU nas doses de 75 foi capaz de aumentar a quantidade de 
TNF-α quando comparados ao grupo não-tratado. Apenas os animais do grupo 150 
mostraram aumento estatisticamente significante em ambas as citocinas quando comparados 
ao grupo não-tratado (p<0,05). As barras representam os valores obtidos no ensaio, sendo 
eles expressos em média±EPM.. #p<0.05 indica diferença estatística do grupo dos animais 
que receberam 5-FU em suas diferentes doses e do grupo não-tratado em relação ao grupo 
normal; *p<0,05 indica diferença estatística entre os grupos dos animais que receberam o 5-
FU e o não-tratado (ANOVA; Bonferroni). 

 

3.1.1 Avaliação sistêmica 

A) Sobrevida 
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Em relação à taxa de mortalidade, observou-se que os animais que 

receberam o 5-FU apresentaram uma menor sobrevida quando comparados ao 

grupo NT. O grupo que recebeu a dose de 150 mg/kg apresentou o menor 

valor de sobrevida (40%), seguido do grupo 75 (87,5%), do 37,5 (85,7%) e do 

NT (100%) (Figura 14).  

Figura 14 - Efeito do 5-fluorouracil (5-FU) no percentual de sobrevida na reabsorção 

óssea induzida ligadura em ratos. 
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A colocação da ligadura não promoveu mortalidade entre os animais utilizados no estudo. Dentre os 
animais que receberam 5-FU, observou-se apenas diferença estatística apenas no grupo 150, 
quando comparados ao grupo não-tratado. Os dados foram expressos em porcentagem de animais 
vivos, utilizando a curva de Kaplan-Meier e o teste Log-rank (Mantel-Cox) para determinar a diferença 
entre as curvas.  

 

B) Variação de massa corpórea 

Observou-se que, nos animais do grupo NT, houve uma perda de peso 

nos primeiros dois dias do experimento, apresentando diferença estatística em 

relação à curva de variação de massa dos animais normais (p<0,05). Em 

relação aos ratos que receberam 5-FU, verificou-se que, ao contrário dos 

animais do grupo NT, a perda de peso destes foi progressiva, sendo que, 

apenas no 8° dia os animais dos grupos 37,5 e 75 conseguiram acompanhar a 

curva ponderal dos animais do grupo normal (p>0,05). No grupo de animais 
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que receberam 5-FU na dose de 150 mg/kg, observou-se uma intensa perda de 

peso até o 11° dia, quando comparado ao grupos normal (p<0,05) (Figura 14). 

 

Figura 15 - Efeito do 5-fluorouracil (5-FU) sobre a variação de massa corpórea na 

reabsorção óssea alveolar induzida por ligadura em ratos. 

 
Observou-se perda de peso inicial nos animais do grupo não-tratado em relação ao grupo normal. 
Nos grupos de animais que receberam 5-FU, a perda de peso se mostrou prolongada em relação ao 
grupo NT, sendo que, na maior dose, esta foi maior em relação ao grupo normal até o dia 11 
(p<0,05). Os pontos representam os valores obtidos no ensaio, sendo eles expressos em 
média±Epm.. #p<0,05 indica diferença estatística do grupo dos animais que receberam 5-FU em 
suas diferentes doses e do grupo não-tratado em relação ao grupo normal; *p<0,05 indica diferença 
estatística do grupo de animais que receberam 5-FU em suas diferentes doses em relação ao grupo 
não-tratado (ANOVA; Bonferroni). 

C) Leucograma 

 

A colocação da ligadura não foi capaz de alterar a contagem dos leucócitos 

totais em relação aos seus valores basais [normal (18,27±0,77 x 10³/mm³); 

não-tratado (24,52±3,82 x 10³/mm³)]. A administração de 5-FU também não 

apresentou quaisquer efeitos nesse sentido [37,5 (25,15± 2,08 x 10³/mm³); 

24,19±2,85 x 10³/mm³); 150 (19,23± 2,34 x 10³/mm³)] (Tabela 3). 

Em relação à contagem de neutrófilos, encontrou-se um aumento 

provocado pela inserção da ligadura [normal (2,35±0,18 x 10³/mm³); não-

tratado (4,46±0,74 x 10³/mm³)], achado que também foi encontrado nos 

animais que receberam 5-FU na dose de 37,5 mg/kg (4,98±0,59 x 10³/mm³) 
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(p<0,05). Nos grupos de animais que receberam as maiores doses, não foi 

observada uma neutrofilia, sendo que, no grupo 150, encontrou-se neutropenia 

[75 (3,76±0,91 x 10³/mm³); 150 (0,44±0,17 x 10³/mm³)] (p<0,05).  

Não foram observadas diferenças nas contagens de mononucleares em 

nenhum dos grupos experimentais [normal (15,92±0,71); não-tratado 

(20,05±3,14); 37,5 (20,16±2,12); 75 (20,43±2,04); 18,78±2,38)] (p>0,05).  

 

Tabela 03: Efeito do 5-fluorouracil (5-FU) sobre a contagem de leucócitos totais, 

neutrófilos e mononucleares na reabsorção óssea alveolar induzida por ligadura em 

ratos. 

 

 Normal Não-tratado 
5-fluorouracil 

37,5 mg/kg 75 mg/kg 150 mg/kg 

Leucócitos totais 

(10³/mm³) 
18,3±0,8 24,5±3,8 25,1±2,1 24,2±2,9 19,2±2,3 

Neutrófilos 

(10³/mm³) 
2,3±0,2 4,5±0,8# 5,0±0,6# 3,8±0,9 0,4±0,2#* 

Mononucleares 

(10³/mm³) 
15,9±0,7 20,0±3,1 20,2±2,1 20,4±2,0 18,8±2,4 

 

Não foram observadas alterações na contagem de leucócitos totais e mononucleares em nenhum dos 
grupos avaliados. Observou-se um aumento na contagem de neutrófilos nos grupos não-tratado e 
37,5, enquanto no grupo 150 ocorreu neutropenia. As barras representam os valores obtidos no 
ensaio, sendo eles expressos em média±EPM.. #p<0.05 indica diferença estatística do grupo dos 
animais que receberam 5-FU em suas diferentes doses e do grupo não-tratado em relação ao grupo 
normal (ANOVA; Bonferroni). 

D) Avaliação da função hepática e renal 

Não foram observadas alterações hepáticas renais ou esplênicas em 

nenhum dos grupos, mesmo aqueles que receberam 5-FU em suas 

diferentes doses (37,5, 75 e 150 mg/kg). Os valores séricos de TGO [normal 

(3,46±0,05 U/L); não-tratado (3,36±0,10 U/L); 37,5 (4,10±0,08 U/L); 75 

(3,23±0,02 U/L); 150 (3,72±0,08 U/L)], TGP [normal (3,50±0,06 U/L); não-

tratado (3,36±0,10 U/L); 37,5 (3,63±0,24 U/L), 75 (3,17±0,27 U/L); 150 

(3,12±0,17 U/L)], ureia [normal (44,95±1,14 U/ml); não-tratado (44,61±6,13 

U/ml); 37,5 (37,72±2,18 U/ml); 75 (43,88±2,75 U/ml); 150 (41,85±2,39 U/ml)] 
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e creatinina [normal (1,90±0,13 mg/dl); não-tratado (1,68±0,40 mg/dl); 37,5 

(1,85±0,30 mg/dl); 75 (1,76±0,19 mg/dl); 150 (2,29±0,36 mg/dl)] dos grupos 

de animais que receberam ligadura combinada ou não com a administração 

de 5-FU não apresentaram diferença em relação aos valores do grupo 

normal. Esses achados corroboram com o que foi observado nos índices 

hepático, renal e esplênico, que se mostraram inalterados após 11 dias de 

ligadura, mesmo com administração do fármaco. 

 

Tabela 04 - Efeito do 5-fluorouracil (5-FU) sobre os níveis séricos de transaminases 

hepáticas, ureia, creatinina e índices de órgãos na reabsorção óssea alveolar induzida 

por ligadura em ratos. 

 

 Normal Não-tratado 
5-fluorouracil 

37,5 mg/kg 75 mg/kg 150 mg/kg 

TGO (U/L) 3,46±0,05 3,4±0,1 4,1±0,1 3,2±0,02 3,7±0,08 

TGP (U/L) 3,5±0,1 3,4±0,1  3,6±0,2 3,2±0,3 3,1±0,2 

Ureia (U/ml) 44,9±1,1 44,6±6,1 37,7±2,1 43,9±2,7 41 ,8±2,4 

Creatinina 

(mg/dl) 
1,9±0,1 1,7±0,4 1,8±0,3 1,8±0,2 2,3±0,4 

Índice hepático - 3,7±0,3- 3,9±0,3 3,8±0,3 4,1±0,4 

Índice renal - 0,4±0,02 0,4±0,02 0,4±0,02 0,5±0,02 

Índice esplênico - 0,3±0,02 0,3±0,03 0,3±0,01 0,2±0 ,01 

 A colocação da ligadura, combinada ou não com a administração de 5-FU, não foi capaz de alterar 
os níveis séricos de TGO, TGP, ureia e creatinina em relação ao grupo normal. Os índices hepático e 
esplênico também não se mostraram alterados quando comparados ao grupo NT (p>0,05; ANOVA; 
Bonferroni). 
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5 DISCUSSÃO 

O 5-fluorouracil é um fármaco antimetabólito amplamente utilizado no 

tratamento de diferentes neoplasias malignas. Recentemente, ele tem demonstrado 

uma ação inibitória sobre o crescimento de ossos longos e na densidade mineral 

óssea em ratos jovens (NADHANAN et al., 2012; XIAN et al., 2004, 2006).  

Considerando o importante papel do 5-FU no tratamento do câncer, utilizou-

se o modelo de reabsorção óssea alveolar induzida por ligadura baseado em LIMA 

et al. (2000,2004) para investigar uma possível ação do fármaco na perda óssea 

alveolar em ratos. As doses para administração do fármaco em nosso estudo foram 

escolhidas com base em Nadhanan et al. (2012), sendo que a dose de 150 mg/kg 

corresponde a 457 mg/m², quantidade considerada bem tolerada e dentro da janela 

terapêutica (300-500 mg/m², durante 5 dias).. 

Neste estudo, observou-se que, após 11 dias de ligadura, o 5-FU, na dose de 

150 mg/kg, foi capaz de exacerbar a perda óssea alveolar em animais submetidos à 

periodontite experimental de forma significante quando comparado aos animais do 

grupo não-tratado. Os achados da análise macroscópica corroboraram com a 

histometria, que mostrou que o 5-FU nas doses de 75 e 150 mg/kg apresentaram 

uma maior área de reabsorção óssea na região de furca do segundo molar quando 

comparados com os grupos normal e não-tratado.  

Esse achado está em conformidade com a literatura, já que diversos autores 

tem demonstrado que fármacos podem interferir na perda óssea observada no 

modelo de ligadura, de forma a potencializar ou inibir esse processo (AZOUBEL et 

al., 2007; BEZERRA et al., 2000; GOES et al., 2010, 2014; GURGEL et al., 2004; 

LIMA et al., 2000, 2004; MITSUTA; HORIUCHI; SHINODA, 2002). 

A utilização de 5-FU em modelo de periodontite induzida por ligadura foi 

recentemente reportada na literatura. Garcia et al. (2014) administraram o fármaco 

nas doses de 80 e 40 mg/kg, no dia do procedimento e 48 horas após, 

respectivamente. Encontrou-se uma intensa destruição periodontal naqueles animais 

submetidos à indução de periodontite e que receberam o fármaco quando 

comparados aos do grupo controle. Ainda, houve uma importante perda no tecido 

ósseo da região de furca, com presença de um abundante infiltrado inflamatório na 

região e destruição completa do septo interradicular. Porém, quando administrado 

em ratos cujo periodonto não havia sido manipulado, o fármaco não promoveu 



61 

 

nenhuma alteração, sugerindo que o 5-FU não afeta os tecidos periodontais 

saudáveis (GARCIA et al., 2014).  

Recentemente, a perda óssea tem sido relatada na literatura como um dos 

principais efeitos adversos da quimioterapia do câncer (EBELING et al., 1999; 

MCCLUNE et al., 2011). Quach et al. (2014) demonstraram que terapias 

mieloablativas em dose única foram capazes de promover perda óssea em 

camundongos de forma persistente por 14 dias quando comparadas ao grupo não-

tratado. Ainda, o 5-FU, também na dose de 150 mg/kg, promoveu a diminuição da 

espessura do trabeculado ósseo da tíbia e da vértebra após 14 e 28 dias, 

respectivamente, da sua administração.  

O efeito deletério do fármaco sobre a estrutura óssea foi relacionado ao 

aumento do turnover ósseo, evidenciado pela diminuição de P1NP, um marcador de 

formação óssea e pela diminuição da quantidade de RANKL em relação à OPG 

(QUACH et al., 2014). Além desses efeitos no metabolismo ósseo, o 5-FU é 

relacionado a um efeito apoptótico sobre osteoblastos e seus precursores, 

resultando em uma importante inibição do processo de aposição óssea (XIAN et al., 

2004). 

Outros agentes imunossupressores são relacionados ao aumento da 

reabsorção óssea. O metotrexato (MTX), um fármaco pertencente ao grupo dos 

antimetabólitos, foi associado ao aumento da apoptose de osteócitos e a uma maior 

marcação de osteoclastos positivos para TRAP (SHANDALA et al., 2012). Ainda, o 

MTX apresentou um efeito inibitório sobre a aposição óssea nos ossos longos (XIAN 

et al., 2007). Resultados conflitantes no que concerne à utilização do metotrexato 

em modelo de periodontite experimental podem ser encontrados na literatura. Em 

estudo utilizando modelo de ligadura, o fármaco promoveu intensa destruição óssea 

alveolar que perdurou por 9 semanas (YOSHINARI et al., 1994). Já em outro 

protocolo experimental, não foram encontradas diferenças significantes entre os 

animais que receberam apenas salina e aqueles tratados com MTX (VERZELETTI et 

al. 2007).  

 O 5-FU, por sua vez, também tem demonstrado um efeito inibitório sobre a 

formação óssea. Xian et al. (2004,2006) mostraram que o 5-FU na dose de 150 

mg/kg foi capaz de promover a diminuição do crescimento dos ossos longos em 

decorrência de sua ação apoptótica sobre a cartilagem próxima a metáfise da tíbia, 

local de intensa atividade proliferativa. Apesar das diferenças no padrão de 
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crescimento dos ossos longos e da maxila, os nossos resultados sugerem que o 5-

FU também é capaz de interferir com os mecanismos de remodelação óssea do 

osso formado. Assim como no trabalho de Quach et al. (2014), pode-se especular 

que o fármaco tenha interferido nos mecanismos de remodelação, promovendo um 

aumento da reabsorção óssea em detrimento da aposição e exacerbando a perda 

óssea decorrente da colocação da ligadura . 

O modelo de ligadura é um método bastante difundido na literatura e é 

primordialmente utilizado em estudos sobre a periodontite, já que a perda óssea 

alveolar é um dos principais achados dessa patologia (LIMA et al., 2000, 2004). A 

similaridade entre a anatomia do periodonto de ratos e humanos torna esses 

animais apropriados para a realização dessa técnica e os tornam úteis para a 

avaliação de aspectos da resposta do hospedeiro frente a patógenos e/ou terapias 

(KLAUSEN, 1991; OZ; PULEO, 2011). 

 Ao promover a ruptura do epitélio gengival, a colocação da ligadura atua 

como fator traumático, facilitando a entrada de bactérias nos tecidos periodontais. 

Adicionalmente, facilita o acúmulo de placa, promovendo liberação de toxinas e 

enzimas que podem ser danosas ao periodonto, exacerbando o processo (KUHR et 

al., 2004; LIAO et al., 2014). 

Patógenos com maior virulência podem quebrar a barreira do epitélio gengival 

e promover a instalação de uma gengivite e, posteriormente, periodontite 

(BOSSHARDT; LANG, 2004). Algumas situações clínicas, como a administração de 

quimioterápicos, por exemplo, podem deixar a barreira epitelial ainda mais suscetível 

ao rompimento, facilitando a entrada de patógenos nos tecidos periodontais 

(SANAVI et al., 1985). A perda óssea inflamatória oriunda da periodontite é 

desencadeada por uma resposta imune do hospedeiro frente a esse desafio 

microbiano, sendo influenciada por fatores ambientais e genéticos (HERNÁNDEZ et 

al., 2011).  Após o estímulo bacteriano, citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α, 

por exemplo) são liberadas e interferem no eixo RANK/RANKL/OPG, aumentando a 

quantidade de RANKL e, assim, induzindo a osteoclastogênese, com consequente 

reabsorção óssea (GARLET et al., 2006).  

Neste estudo, a perda óssea alveolar observada nas análises macroscópica e 

histométrica foram corroboradas pelos achados histopatológicos. Observou-se 

grande destruição dos tecidos de suporte do periodonto e presença acentuada de 

infiltrado inflamatório na região entre primeiro e segundo molar dos animais que 
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receberam 5-FU 75 e 150 mg/kg, assim como nos ratos não tratados. A 

administração de 5-FU potencializou a destruição das estruturas de suporte do 

dente, com extensa destruição do osso alveolar e grande desorganização tecidual. 

Esses grupos apresentaram mediana de escore 3, evidenciando a instalação do 

processo de reabsorção óssea característico da periodontite.  

Esses achados corroboram com aqueles publicados por Garcia et al. (2014). 

Neste estudo, observou-se um severo processo inflamatório com desorganização 

das estruturas periodontais. O infiltrado inflamatório esteve aumentado em todo o 

período experimental e a reabsorção óssea destruiu completamente o osso alveolar, 

observando-se apenas a permanência do osso basal da mandíbula (GARCIA et al., 

2014). 

A perda óssea decorrente do modelo periodontite induzida por ligadura é 

ligada a instalação de um processo inflamatório. Os neutrófilos fazem parte do 

infiltrado responsável pela defesa inicial do organismo contra as bactérias 

encontradas no biofilme e que promovem a perda óssea resultante da periodontite 

(DELIMA; VAN DYKE, 2003). Nesse contexto, a MPO é um importante marcador na 

periodontite experimental, tendo sua expressão aumentada durante o processo 

inflamatório gerado após a indução da doença (LIMA et al., 2000). Ela é uma enzima 

produzida pelo neutrófilo, armazenada em seus grânulos azurófilos e liberada 

mediante a exposição a um patógeno (MIYASAKI, 1991). Sua presença tem sido 

relacionada com a piora do quadro inflamatório presente na doença periodontal, 

apresentando níveis diminuídos no fluido crevicular gengival após o tratamento 

dessa patologia (MARCACCINI et al., 2010).  

Ainda não há um consenso sobre o efeito do 5-FU sobre a enzima 

mieloperoxidase. A administração de 5-FU tem sido relacionada a um aumento na 

atividade de MPO em diversos estudos (LEITÃO et al., 2007, 2008; LIMA et al., 

2005; LINDSAY et al., 2010; MAUGER et al., 2007; PRISCIANDARO et al., 2011; 

SOARES et al., 2011; WRIGHT et al., 2009). Todavia, Akbiyik et al. (2001) relataram 

que o 5-FU foi capaz de inibir a atividade de MPO in vivo e in vitro, relacionando 

esse achado com uma maior suscetibilidade do paciente a infecções. Em nosso 

estudo, o fármaco não foi capaz de promover um aumento na atividade de MPO em 

ratos que foram submetidos a periodontite por ligadura, quando comparados ao 

grupo não-tratado. 
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O processo de remodelação óssea é mantido pelo equilíbrio entre reabsorção 

e aposição óssea. Quando esse equilíbrio é quebrado, podem-se observar 

alterações em marcadores bioquímicos, sejam eles indicativos de formação óssea 

como a osteocalcina e fosfatase alcalina total e/ou óssea ou de reabsorção óssea, 

como a hidroxiprolina (VIEIRA, 2007). Dessa maneira, um importante parâmetro a 

ser considerado no estudo da perda óssea induzida por ligadura é a quantificação da 

fosfatase alcalina total (FAT) e da sua isoforma óssea (FAO). Em nosso estudo, 

todos os grupos, inclusive o não-tratado, reduziram a quantidade de FAT e FAO 

quando comparados com o grupo normal.  

Nossos resultados corroboram com o que é descrito na literatura. Goes et al. 

(2014) mostraram que o modelo de ligadura causa uma diminuição na isoforma 

óssea da fosfatase alcalina, quando comparado aos animais normais. A FAO é um 

marcador de formação óssea e, portanto, a sua diminuição indica um desequilíbrio 

no turnover ósseo, com maior reabsorção em detrimento de uma menor aposição de 

osso. Ela é uma enzima produzida por osteoblastos e intimamente ligada á sua 

atividade (MAGNUSSON et al., 1999). Já as taxas de FAT são por vezes 

relacionadas ao prognóstico de cânceres ósseos e podem variar em resposta a 

quimioterapia (BRAMER et al., 2005).  

Apesar dessa importância clínica, não existem dados suficientes que possam 

relacionar a administração de 5-FU e os valores da FAT, tampouco de sua isoforma 

óssea. Em nosso estudo, observou-se diminuição nos valores séricos da isoforma 

óssea também nos grupos que receberam 5-FU em suas diferentes doses, 

evidenciando um processo de reabsorção óssea. 

A presença de citocinas pró-inflamatórias é característica da instalação da 

doença periodontal. Nesse contexto, citocinas como IL-1β e TNF-α são 

frequentemente avaliadas em protocolos de indução de periodontite, como o modelo 

de ligadura (ASSUMA et al., 1998; DELIMA et al., 2001). Diversos estudos 

relacionam a perda óssea induzida por ligadura com a produção e liberação de IL-1β 

e TNF-α, atribuindo a essas citocinas um papel importante no processo de 

osteoclastogênese (GRAVES et al., 1998; KORNMAN et al., 1997; MABILLEAU et 

al., 2012; SALVI; BECK; OFFENBACHERT, 1998). Sabe-se ainda que a 

administração de antagonistas dessas citocinas resulta em uma importante inibição 

da resposta inflamatória e da reabsorção óssea subjacente a periodontite (ASSUMA 

et al., 1998; DELIMA et al., 2001; GRAVES et al., 1998). Assuma et al. (1998), em 
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estudo utilizando Macaca fascicularis, observaram que a injeção de inibidores de IL-

1β e TNF-α diminuiu em 80% o recrutamento de células inflamatórias para o sítio da 

lesão periodontal, além de promover um decréscimo de 67% na formação de 

osteoclastos resultando em uma destruição óssea cerca de 60% menor do que a 

observada nos animais utilizados como não-tratado. Esses resultados podem ser 

explicados pelo papel das citocinas na osteoclastogênese, pois já se sabe que IL-1β 

medeia o efeito osteoclastogênico de TNF-α ao aumentar a expressão de RANKL 

por células estromais. Ainda, IL-1β tem um efeito adicional na reabsorção óssea ao 

estimular a diferenciação de precursores osteoclásticos (WEI et al., 2005). 

Considerando o importante papel dessas citocinas na perda óssea 

inflamatória, realizamos a dosagem de IL-1β e TNF-α no sobrenadante do macerado 

do tecido gengival por ELISA. A colocação da ligadura promoveu aumento de ambas 

as citocinas quando comparado ao grupo normal. Esses resultados corroboram com 

o que é descrito na literatura, já que IL-1β e TNF-α são citocinas frequentemente 

associadas ao quadro inflamatório subjacente à periodontite (ASSUMA et al., 1998; 

DELIMA et al., 2001; GASPERSIC et al., 2003; GRAVES et al., 1998; OATES; 

GRAVES; COCHRAN, 2002; ZHANG et al., 2004) 

. Os animais que receberam 5-FU nas suas diferentes doses apresentaram 

um aumento nos valores de TNF-α e IL-1β no tecido gengival quando comparados 

ao grupo normal. Ainda, o grupo que recebeu a maior dose (150 mg/kg) exibiu uma 

maior quantidade dessas citocinas quando comparado ao grupo que recebeu 

apenas não tratado. Considerando o papel das citocinas avaliadas na perda óssea 

causada pela ligadura, a administração de 5-FU a ratos que receberam ligadura 

pode ter promovido uma exacerbação no quadro de destruição periodontal pela 

maior produção de citocinas inflamatórias. Tanto TNF-α e IL-1β são relacionadas 

com a osteoclastogênese, portanto, esse resultado sugere que uma maior atividade 

osteoclástica pode ter sido estimulada por essas citocinas.  

O modelo de ligadura não promoveu, após 11 dias, o aumento nas contagens 

de leucócitos totais, nem de células mononucleares. Esses achados diferem do que 

é descrito na literatura por Lima et al. (2000,2004) e Goes et al. (2014), que 

relataram a ocorrência de leucocitose no 11° dia experimental. Ainda, observou-se 

aumento na quantidade de neutrófilos nos animais do grupo não-tratado quando 

comparados ao grupo normal. Esse achado corrobora com o estudo de Holzhausen 
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et al. (2002) que encontraram um aumento nas contagens de polimorfonucleares 

após a indução de periodontite experimental por ligadura. 

A administração de 5-FU em animais que receberam a ligadura não foi capaz 

de alterar as contagens de leucócitos totais e mononucleares quando comparada 

com os animais do grupo normal. Em relação à contagem de neutrófilos, observou-

se que, enquanto os animais que receberam a dose de 37,5 mg/kg apresentaram 

um aumento dessas células sanguíneas, a administração de 150 mg/kg do fármaco 

resultou em um marcante decréscimo na contagem de polimorfonucleares. Apesar 

da administração de 5-FU ter mostrado a capacidade de inibir a produção de células 

sanguíneas, pode-se especular que a menor dose utilizada no estudo não foi 

suficiente para reverter o aumento da contagem de neutrófilos promovido pela 

colocação da ligadura. Por outro lado, a maior dose utilizada teve o potencial de 

reverter a neutrofilia causada pela indução da periodontite, causando uma 

importante depleção no número de polimorfonucleares. 

 Em estudo de Garcia et al. (2014), a administração de 5-FU em ratos cuja 

doença periodontal não foi induzida foi capaz de uma diminuição na contagem total 

de leucócitos e no número de neutrófilos até o 7° dia experimental. Uma possível 

explicação para essa divergência seria a diferença no número de dias entre os dois 

protocolos experimentais, além da diferença nas doses utilizadas.  

A diminuição da presença de neutrófilos foi semelhante àquela encontrada no 

estudos destes autores. A neutropenia pode ter diminuído sobremaneira as defesas 

do hospedeiro, piorando o quadro periodontal quando comparado aos animais do 

grupo controle e explicando a exacerbada destruição dos tecidos.(GARCIA et al., 

2014). A diminuição na contagem de neutrófilos, seja causada por um fator externo 

ou genético, torna o paciente mais suscetível a infecções, causando uma maior 

destruição do que a encontrada em um indivíduo imunocompetente (HART; 

ATKINSON, 2007; VAN DYKE, 2007).  

Efeitos tóxicos decorrentes da administração de 5-FU são extensamente 

relatados na literatura. No que concerne às toxicidades hematológicas, o Meta-

Analysis Group of Cancer (1998) observou que o fármaco em questão promoveu 

neutropenia, principalmente quando era administrado em bolus. Em nosso trabalho, 

o 5-fluorouracil foi administrado de maneira semelhante, sendo injetado apenas uma 

vez no animal. Efeitos mieloablativos são frequentemente relacionados ao 5-FU,com 

inibição na produção de células hematopoiéticas (LORENZ et al., 1999). A queda na 
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contagem de neutrófilos é um importante efeito colateral da administração do 5-FU e 

uma das razões para a redução da dose utilizada no tratamento quimioterápico (LI et 

al., 2003).  

Outra implicação da diminuição da contagem de neutrófilos é a piora do 

quadro periodontal que foi observada no grupo que recebeu a maior dose. Esses 

achados corroboram com os estudos de Sallay et al. (1982) e Sanavi et al. (1985) 

que mostraram a piora da progressão da periodontite experimental após a 

administração de um agente imunossupressor, a ciclofosfamida. Esse agravamento 

da destruição tecidual ocorreu graças à ruptura da barreira epitelial, que consiste em 

uma importante defesa dos tecidos periodontais frente às bactérias (SALLAY et al., 

1982; SANAVI et al., 1985). Em estudo utilizando MTX, Yoshinari et al. (2004) 

observaram uma neutropenia resultante da administração do fármaco por nove 

semanas, que foi compatível com o quadro de intensa destruição das estruturas de 

suporte do dente.  

Todos os animais do grupo não-tratado sobreviveram até o último dia 

experimental e esse resultado está de acordo com o que é descrito na literatura 

(AZOUBEL et al., 2007). A administração do 5-FU promoveu um aumento na taxa de 

mortalidade daqueles animais que receberam a ligadura quando comparado ao 

grupo não-tratado. A administração do fármaco em sua maior dose (150 mg/kg) 

promoveu um percentual de sobrevida de 40%. Aliado a esse dado, está o fato de 

que esses ratos apresentaram uma acentuada perda de peso e não conseguiram a 

curva ponderal do grupo normal.  

O percentual de sobrevida dos animais que recebem 5-FU nesse modelo 

ainda não está estabelecido. Estudos utilizando o 5-fluorouracil para a indução de 

mucosite oral apresentam taxas que variam entre 46 e 74% (LOURY et al., 1999; 

SONIS et al., 1995, 1997). O 5-FU também é usado em modelos de indução de 

mucosite intestinal, principalmente e camundongos. Wu et al. (2011) encontrou uma 

taxa de sobrevivência ainda menor do que a do nosso estudo: 30%. Apesar da 

diferença de doses e de espécies utilizadas nos modelos, os autores são unânimes 

em sugerir que o efeito do fármaco sobre s células do trato gastrintestinal pode estar 

intimamente relacionado a uma menor sobrevida. A ocorrência de mucosite promove 

a quebra da barreira epitelial e facilita a translocação de bactérias para a corrente 

sanguínea(LOURY et al., 1999; SONIS et al., 1995, 1997; WU et al., 2011).  
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A colocação da ligadura per se é associada com a perda de peso encontrada 

nos primeiros dias. Esse resultado pode ser atribuído ao próprio traumatismo gerado 

pela passagem da agulha e colocação do fio, o que pode dificultar a alimentação no 

período que sucede o procedimento. Lima et al. (2000) observaram que os animais 

que receberam a ligadura perderam 10% do seu peso no primeiro dia, retornando ao 

peso inicial até o final do experimento. De maneira semelhante, Goes et al. (2014) 

relataram que os animais submetidos a colocação de ligadura apresentaram perda 

de peso nos três primeiros dias, apresentando uma curva com cinética semelhante 

ao dos animais do grupo normal até o último dia experimental. Esses achados 

corroboram com o padrão de perda de peso em animais que receberam somente a 

ligadura em nosso estudo. 

A perda de peso é um dos efeitos adversos da quimioterapia do câncer. 

Takiguchi et al. (2001) atribuíram a diminuição do peso dos camundongos a 

administração de 5-FU. Ainda, os autores relacionaram a diminuição na ingestão de 

comida como um dos efeitos da droga no organismo (TAKIGUCHI et al., 2001). Em 

outro estudo, o fármaco também interferiu no percentual de ganho de peso em ratos 

albinos, mesmo quando uma baixa dose (10 mg/kg) foi utilizada (EL-SAYYAD et al., 

2009). Esses estudos estão em conformidade com os nossos achados, já que o 5-

FU mostrou uma influência significativa na variação de massa corpórea quando 

comparado com o não-tratado, mesmo na menor dose utilizada no estudo. A diarreia 

promovida pela administração de 5-FU é um importante efeito adverso que está 

intimamente ligado à desnutrição e perda de peso (KORNBLAU et al., 2000; 

PETRELLI et al., 1987).  

Considerando os diversos efeitos colaterais associados à administração de 

quimioterápicos, inclusive o 5-FU, avaliamos se as doses utilizadas no estudo 

promoveram toxicidade hepática, renal ou esplênica. A colocação da ligadura não foi 

capaz de alterar a atividade das transaminases hepáticas (TGO e TGP), nem os 

valores de ureia e creatinina, marcadores da atividade renal. Corroborando com 

esses dados, não se observou nenhuma alteração nos índices dos órgãos (fígado, 

rim e baço). Esses achados estão em conformidade com o que é relatado na 

literatura (GOES et al., 2014) 

Apesar da mortalidade observada no grupo 150, a administração de 5-FU nas 

suas diferentes doses não promoveu toxicidade hepática, renal ou esplênica. El-

Sayyad et al.(2009) mostraram que o 5-FU causa toxicidade nos hepatócitos, 
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interferindo a nível de ultraestruturas, como mitocôndria e retículo endoplasmático. É 

importante salientar que, no estudo em questão, o antineoplásico foi administrado 

durante 20 dias, com intervalo de 1 dia entre cada administração. Especulamos que, 

nas doses utilizadas em nosso estudo, não foi possível observar hepatotoxicidade, 

pois diferentemente do estudo de El-Sayyad et al., o fármaco foi administrado em 

dose única, sendo insuficiente para a geração do dano. 

Em suma, os dados apresentados sugerem que o 5-FU é capaz de piorar a 

progressão da perda óssea alveolar causada pelo modelo de periodontite induzida 

por ligadura em ratos. Sugerimos que, ao promover o aumento da produção e 

liberação de citocinas pró-inflamatórias como o IL-1β e o TNF-α, o fármaco esteja 

envolvido na sinalização de osteoclastos, potencializando, assim, a reabsorção 

óssea. A imunossupressão, representada pela neutropenia, também pode estar 

relacionada com a piora do quadro periodontal, ao deixar o animal mais suscetível à 

ação de patógenos. Nosso estudo demonstrou, assim, que o antineoplásico piora a 

progressão da periodontite. Entretanto, mais estudos são necessários para elucidar 

de forma mais minuciosa os mecanismos moleculares dessa interação entre o 

fármaco e as células imunes, bem como uma possível ação direta do 5-FU sobre o 

osso. 
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6 CONCLUSÃO 

A administração de 5-FU exacerbou a reabsorção óssea alveolar em modelo 

de ligadura. Esse efeito foi demonstrado pelas análises morfométrica, 

histométrica e histológica. 

Observou-se ainda que o fármaco mostrou efeito sobre o processo 

inflamatório observado na periodontite experimental, proporcionando um 

aumento nas concentrações de TNF-α e IL-1β na gengiva. 

A utilização do fármaco em sua maior dose promoveu uma acentuada 

neutropenia e perda de peso. Não foram observadas alterações nas análises 

hepática, renal e esplênica.  
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ANEXO A – PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA EM PESQUISA ANIMAL -CEPA  

 


