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RESUMO 

A periodontite é uma doença caracterizada por inflamaçãocrônica. Sua principal causa é de 

natureza infecciosa, afetando os tecidos que sustentam os dentes. Esta condição pode 

desempenhar um papel no desenvolvimento de várias condições patológicas, uma vez que as 

bactérias associadas ao seu desenvolvimento liberam substâncias inflamatórias e toxinas, as 

quais entram na corrente sanguínea, podendo desencadear inflamação sistêmica. Produtos 

naturais, como a troxerrutina, derivada da rutina, têm sido objeto de estudo devido às suas 

propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, além de facilitar o reparo ósseo.O presente 

trabalhoobjetivou estudar,pela primeira vez,a ação de um gel contendo troxerrutina no 

tratamento da periodontite experimental, investigando os possíveis mecanismos associados. A 

periodontite foi induzida em 48 camundongos, previamente anestesiados, através da 

colocação de um fio de sutura de algodão ao redor dos primeiros molares inferiores. Os 

animais foram divididos em cinco grupos: grupo controle sem indução da doença (naive), um 

grupo controle com periodontite e que recebeu a aplicação local de um gel contendo apenas o 

veículo de diluição (HPMC) e três grupos que receberam a aplicação local do gel contendo 

diferentes concentrações de troxerrutina (0,1%, 0,5% e 1%)após a colocação do fio,1 vez ao 

dia durante 11 dias.A eutanásia ocorreu no 11º dia eas mandíbulas foram coletadas para as 

análises histopatológicas, contagem de osteoclastos e para os estudos morfométricos da perda 

óssea.Realizou-se ainda a dosagem de fosfatase alcalina óssea no sangue coletado no 11º diae 

análise de RANKL e OPG por western blotting. Os tecidos gengivais foram dissecados e 

imediatamente congeladosaté a realização dos ensaios para a verificação das concentrações de 

marcadores de estresse oxidativo (avaliação indireta de NO por nitrito/nitrato, glutationa 

reduzida -GSH- e malondialdeído -MDA). Os animais tratados com os géis contendo 

troxerrutina apresentaram uma diminuição significativa do infiltrado inflamatório nos tecidos 

periodontais concomitante com uma menor contagem de osteoclastos ativosem relação ao 

grupo HPMC. Esse resultado foi associado a um menor índice de perda óssea alveolar 

corroborando com uma maior expressão de OPG e uma menor expressão de RANKL nos 

grupos tratados com troxerrutina (0,5% e 1%) em relação ao grupo HPMC. Ainda, observou-

se diferenças estatísticas na dosagem de fosfatase alcalina nos grupos tratados com 

troxerrutina (0,5% e 1%) em relação ao grupo HPMC. Outros resultados obtidos, através de 

dosagem de GSH, MDA e NO,mostram uma maior preservação de GSH e uma menor 

concentração de MDA e NO nos grupos tratados com troxerrutina (05% e 1%)destacando 

suas propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes, indicando o potencial terapêutico da 

troxerrutina, nas concentrações testadas, na periodontite experimental. 

Palavras-chave: Reabsorção Óssea, Periodontite, Flavonoides, Derivados da Hipromelose. 

 

 

 

 



 

ABSTRATC 

Periodontitis is a disease characterized by chronic inflammation. Its main cause is infectious 

in nature, affecting the tissues that support the teeth. This condition may play a role in the 

development of various pathological conditions, as the bacteria associated with its 

development release inflammatory substances and toxins, which enter the bloodstream, 

potentially triggering systemic inflammation. Natural products, such as troxerutin derived 

from rutin, have been the subject of study due to their antioxidant and anti-inflammatory 

properties, as well as their facilitation of bone repair. This study aimed to investigate, for the 

first time, the action of a gel containing troxerutin in the treatment of experimental 

periodontitis, exploring the possible associated mechanisms. Periodontitis was induced in 48 

previously anesthetized mice by placing a cotton suture thread around the first lower molars. 

The animals were divided into five groups: a control group without disease induction (naive), 

a control group with periodontitis receiving local application of a gel containing only the 

dilution vehicle (HPMC), and three groups receiving local application of the gel containing 

different concentrations of troxerutin (0.1%, 0.5%, and 1%) after suture placement, once daily 

for 11 days. Euthanasia occurred on the 11th day, and the mandibles were collected for 

histopathological analyses, osteoclast counting, and morphometric studies of bone loss. 

Additionally, bone alkaline phosphatase assay was performed on blood collected on the 11th 

day, and RANKL and OPG analysis was conducted by western blotting. Gingival tissues were 

dissected and immediately frozen until assays were performed to verify the concentrations of 

oxidative stress markers (indirect evaluation of NO by nitrite/nitrate, reduced glutathione -

GSH-, and malondialdehyde -MDA-). Animals treated with troxerutin-containing gels showed 

a significant decrease in inflammatory infiltrate in periodontal tissues, accompanied by a 

lower count of active osteoclasts compared to the HPMC group. This result was associated 

with a lower alveolar bone loss index, corroborating with higher OPG expression and lower 

RANKL expression in the troxerutin-treated groups (0.5% and 1%) compared to the HPMC 

group. Furthermore, statistical differences were observed in alkaline phosphatase levels in the 

troxerutin-treated groups (0.5% and 1%) compared to the HPMC group. Other results 

obtained through GSH, MDA, and NO dosage show greater preservation of GSH and lower 

concentrations of MDA and NO in the groups treated with troxerutin (0.5% and 1%), 

highlighting its anti-inflammatory and antioxidant properties, indicating the therapeutic 

potential of troxerutin, at the tested concentrations, in experimental periodontitis. 

Keywords: Bone Resorption;Periodontitis;Flavonoids;Hypromellose Derivatives. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Fisiologia óssea 

O osso é um tecido altamente vascularizado e mineralizado que mantém naturalmente 

sua massa, microarquitetura, forma e função por meio de um processo bem orquestrado 

conhecido como remodelação óssea. Essa complexa atividade exige uma coordenação precisa 

entre os tipos celulares residentes no osso como os osteoblastos e osteócitos, que são de 

origem mesenquimal, e osteoclastos, de origem hematopoiética (TERKAWI et al., 2022; 

ARAÚJO et al., 2017). 

Os osteoblastos desempenham um papel crucial na síntese de fosfatase alcalina para 

alcalinizar o meio e facilitar a deposição de material inorgânico (cristais de hidroxiapatita) no 

tecido ósseo e também são capazes de sintetizar de colágeno tipo I.Eles exercem influência na 

resposta ambiental dos osteoclastos. Esse controle envolve processos como localização 

estratégica, liberação de produtos para indução, estimulação e inibição da reabsorção óssea.O 

ligante do receptor ativador do fator nuclear κB (RANKL) é uma proteína expressa na 

membrana de osteoblastos, que também estão presentes em osteócitos e linfócitos T e B. 

Quando ligados ao receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK) promove a fusão de 

pré-osteoclastos em osteoclastos maduros (YANG et al., 2022; LÓPEZ ROLDÁN; GARCÍA 

GIMÉNEZ; ALPISTE ILLUECA, 2020). Para equilibrar a formação óssea excessiva, os 

osteoblastos têm a capacidade de bloquear a ligação entre o RANKL e o RANK por meio da 

liberação de osteoprotegerina (OPG). A OPG atua competindo com o RANK pelo sítio de 

ligação, impedindo assim sua associação com o RANKL e exercendo um efeito 

osteoprotetor(RELVAS et al., 2023; TERKAWI et al., 2022; YANG et al., 2021b).  

Os osteócitos representam aproximadamente 90% das células em tecido ósseo maduro 

e desempenham um papel vital na homeostase de fosfato de cálcio através da via de 

sinalização da vitamina D. Essas células são um subconjunto de osteoblastos aprisionados e 

incorporados na matriz mineralizada, formam redes lacunar-canaliculares, estabelecendo 

comunicação através de processos dendríticos, conectando-se entre si, com células da 

superfície óssea e medula. Essa rede permite nutrição celular, detecção de alterações no 

ambiente ósseo e coordenação de osteoblastos e osteoclastos em resposta a mudanças 

ambientais. A função mecanossensorial destaca seu papel na adaptação óssea a forças 

mecânicas e como principais reguladores da remodelação óssea (TERKAWI et al., 2022; 

KITAURA et al., 2020; HIENZ et al., 2015). 

Os osteoclastos são responsáveis pela reabsorção óssea, para tanto, possuem uma 

grande quantidade de mitocôndrias para gerar energia necessária e produzir íons hidrogênio. 

Essas células desempenham papel essencial no remodelamento ósseo removendo 

constantemente osso maduro nas lacunas de reabsorção, gerando um gradiente de pH entre a 

célula e a superfície óssea, favorecendo a ação de dissolução mineral. A anidrase carbônica é a 

principal fonte citoplasmática de prótons para a acidificação da lacuna, hidratando o dióxido 

de carbono (CO2) em ácido carbônico (H2CO3), ao passo que se ioniza em íons carbonato 

(CO3
2-) e íons hidrogênio (H+) (HIENZ et al., 2015).Esse mecanismo de reabsorção óssea, 
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como dito anteriormente, é estimulado por RANKL, que é secretado por osteoblasto, 

osteócitos e linfócitos. Essa estimulação ocorre mediante a ação de diversas citocinas 

inflamatórias, destacando-se interleucinas (IL)-1, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-

α) (UDAGAWA et al., 2021;KITAURA et al., 2020; KLEIN, 2018). 

Levando em consideração os elementos fisiológicos da remodelação óssea,a relação 

RANKL/OPG tem sido relacionada à quantidade e gravidade da reabsorção óssea 

periodontite. Geralmente esses pacientes apresentam níveis mais elevados de RANKL quando 

comparados a média de indivíduossaudáveis. Além do aumento de RANKL, as 

concentraçõesde IL-1β também se apresentam significativamente maior (RELVAS et al., 

2023; TSUKASAKI, 2021).  

 

1.2 Periodontite 

A periodontite é uma condição patológica que afeta o periodonto, na qual inclui tecido 

gengival, osso alveolar, cemento e ligamento periodontal. A gengivite é a forma mais branda 

de periodontite e caracteriza-se pela inflamação da gengiva, sendo esse estágio reversível com 

a melhora da higiene bucal.A periodontite ocorre quando há uma progressão além da 

gengivite para um estado dedoença inflamatória crônica, destrutiva e irreversível. 

Frequentemente, ela progride de maneira silenciosa, sem apresentar sinais clínicos óbvios, 

como dor ou sangramento (YANG et al., 2021a; STEFFENS et al., 2018; CATON et al., 2018; 

KINANE et al., 2017).Sua etiologia é principalmente infecciosa, ocasionada pelo acúmulo 

duradouro de um biofilme dental, formado por comunidades de microrganismos altamente 

organizadas embebidos em matriz orgânica acelular, que se desenvolve aderido ao 

dente(FOROUZANFAR et al., 2020). 

Essa doença não apenas afeta localmente os tecidos orais, resultando em perda 

dentária, mas também pode ter ramificações sistêmicas, sendo sua prevenção e tratamento 

adequados essenciais para manter a saúde bucal e possivelmente reduzir o risco de 

complicações associadas em outros sistemas do corpo. Está associada epidemiologicamente a 

vários distúrbios crônicos, como doença cardiovascular, diabetes mellitus tipo 2, artrite 

reumatoide, doença inflamatória intestinal, doença de Alzheimer, esteatose hepática não 

alcoólica e certos tipos de câncer (IWASHITA et al., 2023; BORSA et al., 2021; 

HAJISHENGALLIS et al., 2021). 

A periodontite é inicialmente desencadeada pela presença de lipopolissacarídeos (LPS) 

provenientes de bactérias patogênicas.O reconhecimento desses patógenos pelo hospedeiro é 

mediado pelos receptores tipo Toll (Toll-Like), moléculas de superfícieexpressasem diversas 

células, como células epiteliais orais e células endoteliais. A ativação desses receptores nas 

células endoteliais induz à expressão de moléculas como a selectina, promovendo a migração 

transendotelial de leucócitos. Esses leucócitos são atraídos pelo gradiente de citocinas gerado 

pelas células do epitélio juncional (ATEEQ et al., 2022; VO et al., 2020; ALQALLAF et al., 

2018).  

Essa resposta fisiológica de defesa contra patógenos, inicialmente caracterizada como 

uma inflamação aguda, pode persistir na ausência de resolução devido a desafios bacterianos 
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persistentes (ausência de tratamento) e/ou comprometimento do sistema imunológico. Nesse 

cenário, a ativação contínua dos componentes celulares e humorais do hospedeiro resulta em 

respostas inflamatórias crônicas, desencadeando a liberação exacerbada de citocinas pró-

inflamatórias, proteases e prostanoides (VO et al., 2020). 

A contribuição das citocinas na periodontite está bem documentada na literatura por 

MARTINS e colaboradores, 2016. Essas substâncias, especialmente o TNF-α, IL-6 e IL-1β, 

têm o potencial de intensificar a resposta inflamatória, causando destruição tecidual e perda 

óssea. Isso ocorre devido à facilitação da osteoclastogênese e à ativação osteoclástica, 

mediante o aumento da expressão de RANK e RANKL e à diminuição da expressão de OPG. 

Ademais, observou-se que essas citocinas inflamatórias induzem a transcrição do gene da 

enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), resultando na produção de óxido 

nítrico(TERKAWI et al., 2022; DE SOUZA CARVALHO et al., 2021).  

O óxido nítrico (NO) é um radical livre, altamente reativo que apresenta importantes 

funções nos sistemas cardiovascular, neurológico e imune. É sintetizado por células 

endoteliais e algumas células de defesa a partir do aminoácido L-arginina e do oxigênio 

molecular. Essa reação é catalisada pelas enzimas óxido nítrico sintase (NOS). Três isoformas 

de NOS foram identificadas, sendo duas delas constitutivamente expressas no organismo e, 

por essa razão, referidas como NOS constitutivas. As atividades dessas enzimassão 

dependentes da atividade citossólica de cálcio que aumenta em decorrência de vários 

estímulos fisiológicos, liberando NO em concentrações picomolares (VO et al., 2020; WANG; 

HUANG; HE, 2019).  

A óxido nítrico sintase induzida(iNOS), por sua vez, é regulada a nível transcricional, 

em resposta a infecção, inflamação ou trauma (VO et al., 2020; WANG; HUANG; HE, 2019). 

A ativação da iNOS independe da concentração de cálcio e resulta na liberação de 

concentrações nanomolares de NO por períodos mais longos. O NO em altas concentrações 

atua como uma molécula citotóxica contra patógenos além de apresentar efeitovasodilatador, 

provocando uma maior permeabilidade vascular, de forma a facilitar a diapedese dos 

leucócitos para o local da afecção no tecido. Por outro lado, essa liberação de NO tem outras 

consequências biológicas, incluindo a lesão tecidual característica da periodontite (KUKA et 

al., 2019; WANG; HUANG; HE, 2019).  

A liberação de grandes quantidades de NOtem sido associada à fisiopatologia da 

periodontite (TEIXEIRA et al., 2017; LEITÃO et al., 2005; LEITÃO et al., 2004). O NO 

reage com radicais livres derivados do oxigênio, como o ânion superóxido, formando 

moléculas altamente reativas, como o ânion peroxinitrito e o radical hidroxila. A produção 

dessas espécies pode contribuir para danos nos tecidos, induzindo a uma peroxidação 

lipídica.A determinação laboratorial do NO é complexa uma vez que é facilmente oxidado em 

nitrito (NO2
-) e nitrato (NO3

-) (KUKA et al., 2019; WANG; HUANG; HE, 2019). Por esse 

motivo, a dosagem plasmática, urinária ou tecidual de NO pode ser feita indiretamente através 

da concentração de nitrito e nitrato. 

As condições bucais representam um foco significativo de preocupação na saúde 

pública mundial, com destaque para a periodontite que aumentou o número de casos e 
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prospecta avançar ainda mais nos próximos anos. No contexto brasileiro, a situação não é 

diferente. Quando comparamos dados epidemiológicos da literatura, a periodontite superou a 

cárie e emergiu nas últimas décadas como uma das principais causas de perda dentária em 

adultos, com impactos negativos significativos na qualidade de vida dessas pessoas (NAZIR 

et al., 2020; IBGE, 2019a; IBGE, 2019b; DESOUZA et al., 2010). Essa situação ressalta uma 

lacuna preocupante no Sistema Único de Saúde (SUS) que carece de uma estrutura adequada 

para suprir essa crescente demanda por cuidados com a saúde bucal. Diante desse panorama, 

torna-se ainda mais relevante a realização de estudos voltados para terapias que visem 

prevenir e tratar essa doença(WU et al., 2021; CHEN et al., 2020). 

 

1.3 Tratamento para a periodontite 

Em geral, o tratamento para a periodontite concentra-se na raspagem mecânica do 

biofilme dental, visando minimizar os efeitos dos produtos nocivos produzidos pelos 

microrganismos presentes no biofilme. Estes produtos incluem enzimas que destroem a matriz 

extracelular, colágeno e membrana celular (BAEZA et al., 2020; LLAVANERAS et al., 2001).  

O tratamento mecânico para a periodontite, no entanto, é limitado devido à rápida 

formação do biofilme. Além disso, características anatômicas como a presença de pérolas de 

esmalte, concavidades, ranhuras e depressões nas raízes, assim como lesões de furca e bolsas 

periodontais profundas, complicam o manuseio da instrumentação periodontal, dificultando a 

adequada limpeza da área. Nesse contexto, agentes antibacterianos sistêmicos são 

considerados como complemento aos métodos de debridamento mecânico. Contudo, o uso de 

antibióticos acarreta algumas limitações que podem comprometer a eficácia do tratamento. 

Entre essas limitações, destacam-se a resistência antimicrobiana, a ocorrência de efeitos 

colaterais e as restrições na capacidade de penetração do antibiótico no biofilme bacteriano 

(MAHULI et al., 2020; AKRAM et al., 2017). 

Outra abordagem no tratamento da periodontite é a terapia fotodinâmica, a qual requer 

o uso de drogas fotossensíveis e uma luz apropriada para induzir efeitos citotóxicos 

resultando na eliminação do patógeno. Essa modalidade terapêutica direciona o tratamento 

especificamente ao local da afecção, visando reduzir os efeitos sistêmicos associados ao uso 

de medicamentos, por vezes, empregados no tratamento da periodontite. No entanto, é 

importante salientar que essa técnica não se sobrepõe à terapia convencional de raspagem e 

alisamento radicular, uma vez que a descontaminação isolada não é suficiente para abordar 

integralmente a condição patológica(PARK et al., 2020)além da necessidade de deslocamento 

para comparecer às diversas sessões do tratamento no consultório odontológico. 

Nesse cenário, a comunidade científica tem investigado a exploração de produtos 

naturais como uma opção terapêutica complementar ou alternativa para infecções. Estudos 

evidenciam propriedades anti-inflamatórias em diversos compostos derivados de plantas, 

apontando um potencial significativo para auxiliar no tratamento de condições inflamatórias, 

como a periodontite. Esses anti-inflamatórios e antioxidantes de origem vegetal oferecem uma 

série de vantagens. Destacam-se pela reduzida incidência de efeitos colaterais em comparação 

com medicamentos sintéticos. Muitos desses agentes podem ser adquiridos a partir de fontes 
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alimentares ou na forma de suplementos. Além disso, o custo pode ser consideravelmente 

reduzido, principalmente em um país como o Brasil, com uma rica biodiversidade. Essa 

disponibilidade facilitada pode representar uma alternativa mais acessível em termos de custo 

quando comparada aos medicamentos sintéticos (YANG et al., 2021a; CASTRO et al., 2019). 

 

1.4 Produtos naturais no tratamento da periodontite 

Vários estudosapontam para os efeitos promissores dos antioxidantes e anti-

inflamatóriosextraídos da natureza na prevenção e tratamento de diversas doenças, incluindo 

câncer, doenças neurodegenerativas, diabetes, artrite reumatoide, distúrbios gastrointestinais 

(NDIAMAKA et al., 2019) eperiodontite (LÓPEZ-VALVERDE et al., 2021; LALEMAN et 

al., 2020; KAUR et al., 2016; VARELA-LÓPEZ et al., 2015). 

A prevenção da perda óssea inflamatória, evidenciada na periodontite, vem sendo 

explorada por meio da aplicação local de derivados naturais em forma de géis ou 

administrados por via oral. Alguns exemplos documentados na literatura incluem o uso de 

curcumina (FOROUZANFAR et al., 2020; BHATIA et al., 2014), quercetina (TASKAN; 

GEVREK, 2020; NIU et al., 2020), cumarina (HE et al., 2022) e rutina (IOVA et al., 2021). 

A troxerrutina é um derivado tri-hidroxietilado da rutina, sua síntese ocorre pela 

etoxilação de três hidroxilas da rutina, nas posições 3’, 4’ e 7 (FRIGHETTO et al., 1995). 

Essa modificação em sua estrutura química proporciona maior solubilidade em água em 

comparação com sua precursora, facilitando sua aplicação terapêutica em formas 

farmacêuticas como os hidrogéis. Além disso, essa modificação possibilita uma melhor 

absorção pelo sistema digestivo (DE MIRANDA et al., 2020; MALINSKA et al., 2019; XIN 

et al., 2018; SAMPATH et al., 2014).  

A troxerrutina também é conhecida como vitamina P4, podendo ser encontrada no 

café,maçã, frutas cítricas, amora, azeitonas e em grãos de cereais,como o trigo (YANG et al., 

2021b; CAVALCANTI et al., 2020; MALINSKA et al., 2019, AZIZ et al., 2015). Além desses 

alimentos, pode ser extraída com maior abundância deplantas como a 

Styphnolobiumjaponicum, Sophora japônica ou Acácia-do-Japão, como é popularmente 

conhecida (FAHMIDEH et al., 2022), e também na Dimorphandragardneriana, conhecida 

popularmente como fava d’anta (DE MIRANDA et al., 2020; NAJAFI et al., 2018). 

Suas propriedades farmacêuticas exibem efeitos benéficos na viscosidade sanguínea e 

na agregação plaquetária, sendo amplamente utilizada no tratamento de varicosidades, 

hemorroidas, fragilidade capilar e insuficiência venosa crônica (XING et al., 2020; XIN et al., 

2018). Seu perfil de segurança é bastante positivo e tolerável, mesmo em doses elevadas, já 

que é encontrada em certos alimentos consumidos por humanos (MALINSKA et al., 

2019).Além disso, estudos na literatura apontam que a troxerrutina exibe atividades 

antioxidantes, anti-inflamatórias, de citoproteção e regeneração tecidual, adicionalmente, 

demonstra capacidade para aprimorar o metabolismo lipídico e aumentar a sensibilidade à 

insulina (AHMADI et al., 2021;MALINSKA et al., 2019; SAMPATH et al., 2014; CELIK et 

al., 2010). 
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O emprego de biomateriais no tratamento de processos inflamatórios, principalmente 

aqueles relacionados à perda óssea, é essencial, considerando a complexidade da regeneração 

do tecido ósseo, que demanda períodos mais prolongados. A hipromelose (HPMC) - um 

polímero derivado da celuloseque contêm unidades repetitivas de hidroxipropilmetilcelulose- 

é amplamente empregada em formulações farmacêuticas para fins biomédicos, atuando como 

um agente gelificante na produção de hidrogéis, destacando sua relevância e versatilidade 

nessa área. Um aspecto crucial na utilização do HPMC é sua capacidade de liberação lenta de 

fármacos (SCHASCHKOW et al., 2020; KALEPU; NEKKANTI, 2015), podendo resultar em 

melhores resultados terapêuticos. 

O HPMC é hidrofílico, viscoelástico, inerte, biocompatível,bioabsorvível e possui 

propriedades mecânicas adaptadas à uma aplicação com seringa (HOARE et al., 2010). 

Também possui uma característica de mucoadesividade(HANIF et al., 2022), muito 

importante quando visada para o tratamento de periodontite com aplicação local do 

ativo.Além disso, já se tem na literatura científica o uso desse polímero em formulações 

farmacêuticas direcionadas ao reparo de tecido ósseo (ZEESHAN et al., 2018). 

 

2. JUSTIFICATIVA 
 

Dentro do contexto da periodontite, é crucial ponderar o expressivo envelhecimento da 

população brasileira, conforme indicado pelo último censo, o que potencialmente aumenta as 

incidências de doenças ósseas além dos impactos sobre a saúde bucal do indivíduo.Investir 

em pesquisas nesta área não apenas proporciona o conhecimento necessário, mas também 

contribui significativamente para promover a saúde e o bem-estar dessa parcela crescente da 

população. Esses esforços têm o potencial de gerar impactos positivos no sistema nacional de 

saúde, com a possibilidade de transferência de conhecimento científico da universidade para 

as empresas. 

Considerando que a periodontite impacta a homeostase óssea e os efeitos anti-

inflamatóriosda troxerrutina, este estudo investiga de forma inédita o potencial terapêutico de 

um hidrogel da troxerrutina aplicado localmente na perda óssea associada à inflamação na 

periodontite.  A aplicação local do princípio ativo aumenta potencialmente a eficácia do 

tratamento e reduz os possíveis efeitos colaterais sistêmicos, facilitando a transição para 

futuros ensaios clínicos. O presente trabalho apresenta, portanto, um potencial promissor para 

aplicação clínica futura, devido à abordagem terapêutica inovadora. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Desenvolver e aplicar localmente umhidrogel de HPMC contendo troxerrutina para avaliação 

de efeito anti-inflamatório, antioxidante e osteoprotetor no tratamento de periodontite 

experimental. 

 

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Produzir um hidrogelpara promover a liberação da troxerrutina no local da indução da 

periodontite experimental; 

3.2.2 Avaliar se a aplicação local da troxerrutina é capaz de reduzira reabsorção óssea 

inflamatóriagerada pelaperiodontite experimental; 

3.2.3Investigar os efeitos da aplicação local da troxerrutina nas dosagens séricas de fosfatase 

alcalina óssea; 

3.2.4Avaliar o potencial anti-inflamatório e antioxidante da troxerrutina frente a periodontite 

experimental; 

3.2.5Analisar os efeitos da aplicação local da troxerrutina nos marcadores do metabolismo 

ósseorelacionados ao sistema RANKL/OPG. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1Metodologia relacionado ao objetivo específico 3.2.1:Produzir um hidrogel para 

promover a liberação da troxerrutina no local da indução da periodontite. 

 

4.1.1 Componentes do hidrogel 

 A troxerrutina utilizada foi obtida da empresa Xi’naQuanao Biotech Co. Lta. (Xi’na, 

China) e apresenta massa molar de 742,6752 g/mol-1.   

 O HPMC foi adquirido da Sigma-Aldrich (massa molar de 1261,4 g/mol-1, n° CAS 9004-

65-3).  

 A água destilada foi obtida por um Destilador de Água Tipo Pilsen Modelo 106. 

 

4.1.2 Preparo do hidrogel 

O preparo dos hidrogéis seguiu conforme MARTINS et al., 2016. Os constituintes 

pesados foram de acordo com a Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Formulação dos hidrogéis. 
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Hidrogel Troxerrutina 

(g) 

HPMC (g) H2Od q.s.p 

(g) 

HPMC - 0,0225 1,4775 

T 0,1% 0,0015 0,0225 1,4760 

T 0,5% 0,0075 0,0225 1,4700 

T 1% 0,0150 0,0225 1,4625 
Fonte: Autor. 

 

Primeiramente, a troxerrutina (0,1, 0,5 ou 1% m/m), foi pesada separadamente em 

vidro de relógio para laboratório. Após isso, um recipientes de vidro (10 mL) foi pesado ea 

balança foi tarada logo em seguida,nele foi colocado o HPMC em concentração de 1,5% em 

relação à massa final (1,5g). A troxerrutina previamente pesada foi introduzida no recipiente, 

onde se atentou para não tarar a balança novamente.Por fim, a água destilada foi adicionada 

no processo de pesagem para completar a massa escolhida do sistema final. 

Após esse processo de pesagem, os sistemas foram levados para agitação (entre 3 a 6 

minutos em potência de leve a moderada). Por fim, os hidrogéis foram conservados sob 

refrigeração (2 a 8°C por pelo menos 24 horas), sendo essa fase crucial para a melhor 

solubilização dos constituintes. 

Devido ao ineditismo deste estudo, a seleção destas concentrações foi pautada na 

análise das dosagens empregadas em pesquisas da literatura científica envolvendo o uso de 

outrosflavonoides em gel, administrados localmente para tratamento de periodontite ou reparo 

tecidual, como a quitosana a 1% (BHATIA et al., 2014;AKINCIBAY; ŞENEL; YETKIN AY, 

2007) e rutina a 0,5% e 1% (GAGLIARDI et al., 2024). 

 

4.2Metodologia associada ao objetivo específico 3.2.2:Avaliar se a aplicação local da 

troxerrutina é capaz de reduzir a reabsorção óssea inflamatória gerada pela periodontite 

experimental. 

 

4.2.1 Aspectos Éticos: 

Os protocolos experimentais utilizando os animais seguiram as diretrizes ARRIVE 

(DU SERT et al., 2020). Os ensaios foram iniciados somente após a aprovação da Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFC, sob o registro nº 3806290622, aprovado em 

16/09/2022 (ANEXO I).  

48 camundongos swiss,machos, com 5 a 8 semanas de idade e peso de 20 a 25g, foram 

obtidos do Biotério Setorial Prof. Eduardo Torres do campus Porangabussu da UFC. Os 

camundongos foram alojados em gaiolas de polipropileno revestidas com serragem de 

madeira. Ao longo dos experimentos, os animais foram mantidos em condições ambientais 

controladas (temperatura: 22ºC ± 2ºC, com exaustão de ar, e um ciclo de luz de 12 horas/12 

horas de escuro), com acesso irrestrito à água e ração padrão ad libitum. 



 

O tratamento com aplicação do hidrogel se deu no dia 0 (imediatamente após a 

colocação do fio de sutura ao redor dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo, ainda 

com os animais anestesiados) com uma seringa de insulina acoplada a um bico de plástico, 

muito utilizado em seringas de clareamento dental. O tratamento seguiu, por mais 10 dias 

(totalizando 11 dias, dia 0 ao dia 10) no mesmo horário (14:00h), sem necessidade de 

anestesia. 

A eutanásia dos animais foi conduzida por meio de hipovolemia (exsanguinação), 

realizada sob anestesia com xilazina (10 mg/ml) e quetamina (100 mg/ml) no 11º dia. A 

escolha desse intervalo se deu por coincidir com o pico da perda óssea (DE LIMA et al., 

2000).  

Após a eutanásia, foram coletados os materiais biológicos (sangue, tecido geng

mandíbulas) que foram processados e, posteriormente, analisados. As mandíbulas foram 

cortadas em duas hemiarcadas e divididas paras os testes.

A Figura 1 resume o protocolo experimental

ilustra o destino e quantidade dehemiarcada

Figura 1 – Esquema do protocolo experimental. 

xilazina e quetamina via intraperitoneal (IP). Após os animais anestesiados, a colocaçãode um 

realizada no 1º molar direito e esquerdo da mandíbula no animal. No dia da indução e durante 11 dias o gel foi 

aplicado localmente (0,02mL em cada dente;

plástico. Passados os 11 dias, os animais foram anestesiados novamente com a mesma combinação de 

anestésicos e em seguida encaminhados para eutanásia por exsanguinação via plexo orbital. O sangue foi 

coletado por um capilar de vidro e armazenados em tudo de análises clínicas sem anticoagulante (tampa 

aplicação do hidrogel se deu no dia 0 (imediatamente após a 

colocação do fio de sutura ao redor dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo, ainda 

com os animais anestesiados) com uma seringa de insulina acoplada a um bico de plástico, 

ado em seringas de clareamento dental. O tratamento seguiu, por mais 10 dias 

(totalizando 11 dias, dia 0 ao dia 10) no mesmo horário (14:00h), sem necessidade de 

A eutanásia dos animais foi conduzida por meio de hipovolemia (exsanguinação), 

izada sob anestesia com xilazina (10 mg/ml) e quetamina (100 mg/ml) no 11º dia. A 

escolha desse intervalo se deu por coincidir com o pico da perda óssea (DE LIMA et al., 

Após a eutanásia, foram coletados os materiais biológicos (sangue, tecido geng

mandíbulas) que foram processados e, posteriormente, analisados. As mandíbulas foram 

cortadas em duas hemiarcadas e divididas paras os testes. 

resume o protocolo experimental enquanto o fluxograma subsequente 

dehemiarcadas utilizadas para cada teste.  

Esquema do protocolo experimental. No dia 0 foi realizada uma anestesia com a combinação de 

xilazina e quetamina via intraperitoneal (IP). Após os animais anestesiados, a colocaçãode um 

direito e esquerdo da mandíbula no animal. No dia da indução e durante 11 dias o gel foi 

(0,02mL em cada dente; 1x ao dia; as 14:00h) com o auxílio de uma seringa com bico de 

plástico. Passados os 11 dias, os animais foram anestesiados novamente com a mesma combinação de 

anestésicos e em seguida encaminhados para eutanásia por exsanguinação via plexo orbital. O sangue foi 

m capilar de vidro e armazenados em tudo de análises clínicas sem anticoagulante (tampa 
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aplicação do hidrogel se deu no dia 0 (imediatamente após a 

colocação do fio de sutura ao redor dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo, ainda 

com os animais anestesiados) com uma seringa de insulina acoplada a um bico de plástico, 

ado em seringas de clareamento dental. O tratamento seguiu, por mais 10 dias 

(totalizando 11 dias, dia 0 ao dia 10) no mesmo horário (14:00h), sem necessidade de 

A eutanásia dos animais foi conduzida por meio de hipovolemia (exsanguinação), 

izada sob anestesia com xilazina (10 mg/ml) e quetamina (100 mg/ml) no 11º dia. A 

escolha desse intervalo se deu por coincidir com o pico da perda óssea (DE LIMA et al., 

Após a eutanásia, foram coletados os materiais biológicos (sangue, tecido gengival e 

mandíbulas) que foram processados e, posteriormente, analisados. As mandíbulas foram 

o fluxograma subsequente 

 

No dia 0 foi realizada uma anestesia com a combinação de 

xilazina e quetamina via intraperitoneal (IP). Após os animais anestesiados, a colocaçãode um fio de sutura foi 

direito e esquerdo da mandíbula no animal. No dia da indução e durante 11 dias o gel foi 

com o auxílio de uma seringa com bico de 

plástico. Passados os 11 dias, os animais foram anestesiados novamente com a mesma combinação de 

anestésicos e em seguida encaminhados para eutanásia por exsanguinação via plexo orbital. O sangue foi 

m capilar de vidro e armazenados em tudo de análises clínicas sem anticoagulante (tampa 



 

vermelha). Após a coagulação sanguínea, o sangue foi centrifugado a 1500rpm para a obtenção do soro.

obtido foi encaminhado para dosagem bioquímica.

hemiarcadas de cada animal. Parte das hemiarcadas foram

descalcificação em EDTA). Outra parte foi realizada a dissecação para a coleta de tecido gengival (preparaç

dos homogenatos),análise macroscópica, análise proteica, e dosagens bioquímicas.

4.2.2 Indução da Periodontite Experimental

Para indução da periodontite, foi seguido o modelo induzido por ligadura

adaptações (AUNG et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019)

foi posicionado em torno do 1° molar inferior esquerdo e direito de um camundongo 

previamente anestesiado com Ketamina (100mg/ml; i.p.) e Xilazina (10mg/ml; i.p.). Posterior 

a passagem do fio de algodão, foi realizado um nó cirúrgico de forma que o nó ficasse voltado 

para a face vestibular da cavidade oral. O fio

microrganismos no local, promovendo a formação de biofilme e, consequentemente, 

desencadeando uma resposta inflamatória que resulta na destruição dos tecidos periodontais 

(GRAVES et al. 2008, ABE e HAJISHENGALLIS

 

4.2.3 Grupos experimentais 

Os animais foram aleatoriamente distribuídos

 Grupo controle negativo 

fio de sutura e sem administração de ativos

 Grupo controle positivo

experimental e que receberam a aplicação local de um gel contendo a

excipientes da formulação

Após a coagulação sanguínea, o sangue foi centrifugado a 1500rpm para a obtenção do soro.

obtido foi encaminhado para dosagem bioquímica. As mandíbulas foram cortadas ao meio para obtenção de

. Parte das hemiarcadas foram encaminhadas para os testes histológicos (com 

. Outra parte foi realizada a dissecação para a coleta de tecido gengival (preparaç

análise macroscópica, análise proteica, e dosagens bioquímicas. 

 

Experimental 

Para indução da periodontite, foi seguido o modelo induzido por ligadura

(AUNG et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019). Um fio de sutura de algodão

em torno do 1° molar inferior esquerdo e direito de um camundongo 

previamente anestesiado com Ketamina (100mg/ml; i.p.) e Xilazina (10mg/ml; i.p.). Posterior 

assagem do fio de algodão, foi realizado um nó cirúrgico de forma que o nó ficasse voltado 

para a face vestibular da cavidade oral. O fio de algodão facilita o acúmulo de 

microrganismos no local, promovendo a formação de biofilme e, consequentemente, 

cadeando uma resposta inflamatória que resulta na destruição dos tecidos periodontais 

(GRAVES et al. 2008, ABE e HAJISHENGALLIS, 2013). 

aleatoriamente distribuídos nos seguintes grupos:  

 (n=8), formado por animais não submetidos à colocação do 

e sem administração de ativos (Naive); 

 (n=10), formado por animais submetidos à 

experimental e que receberam a aplicação local de um gel contendo a

excipientes da formulação (HPMC); 
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Após a coagulação sanguínea, o sangue foi centrifugado a 1500rpm para a obtenção do soro. O soro 

cortadas ao meio para obtenção de duas 

histológicos (com 

. Outra parte foi realizada a dissecação para a coleta de tecido gengival (preparação 

 

Para indução da periodontite, foi seguido o modelo induzido por ligadura, com 

. Um fio de sutura de algodão (4.0) 

em torno do 1° molar inferior esquerdo e direito de um camundongo 

previamente anestesiado com Ketamina (100mg/ml; i.p.) e Xilazina (10mg/ml; i.p.). Posterior 

assagem do fio de algodão, foi realizado um nó cirúrgico de forma que o nó ficasse voltado 

facilita o acúmulo de 

microrganismos no local, promovendo a formação de biofilme e, consequentemente, 

cadeando uma resposta inflamatória que resulta na destruição dos tecidos periodontais 

, formado por animais não submetidos à colocação do 

, formado por animais submetidos à periodontite 

experimental e que receberam a aplicação local de um gel contendo apenas os 
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 Grupos experimentais (n=30; n=10 por subgrupo), formados por animais submetidos à 

periodontite experimental e que receberam a aplicação local de um gel contendo 

troxerrutina nas concentrações de 0,1 (T0,1%), 0,5 (T0,5%) ou 1% (T1%). 

 

4.2.4Cálculo do Índice de Perda Óssea 

Após 11 dias da indução da periodontite, os animais foram eutanasiados e suas hemi-

arcadas removidas e fixadas no formol tamponado a 10%, durante 24 horas. Em seguida, 

foram dissecadas e coradas com azul de metileno a 1%, a fim de distinguir o tecido ósseo dos 

dentes, os quais se coram em menor intensidade.  

Para a quantificação da reabsorção óssea alveolar, as mandíbulas foram posicionadas 

em cera ortodôntica para registro fotográfico em câmera digital sob lupa estereoscópica (n=5 

para grupo naive e n=7 para os demais grupos – HPMC e troxerrutina 0,1, 0,5 e 1%). Após 

seu posicionamento, a lupa permaneceu com o foco inalterado para todas as amostras. 

Anterior as imagens das hemi-arcadas, uma foto de uma régua com o mesmo foco das 

amostras foi registrada para auxiliar na demarcação de 1mm como base. As imagens digitais 

foram, então, avaliadas no software ImageJ® para se calcular a área correspondente à perda 

óssea alveolar. Essa área foi calculada inicialmente em pixels e posteriormente convertidos 

em mm2. 

 

4.2.5Análise histopatológica 

As análises histopatológicas (n=6) foram realizadas em cortes seriados das 

mandíbulas. As mandíbulas foram dissecadas e fixadas em formol tamponado a 10% durante 

24 horas, sendo, posteriormente, submetidas à desmineralização com EDTA a 10% por 

aproximadamente 60 dias. As peças foram, então, incluídas em parafina para a realização de 

cortes longitudinais seriados de 5µm em micrótomo apropriado. As lâminas obtidas foram 

coradas com método hematoxilina e eosina (HE).  

Para a análise histológica, a região entre o 1o e 2o molar, correspondente ao periodonto 

de proteção e do periodonto de sustentação foi considerada, sendo avaliados os aspectos 

inflamatórios como presença/intensidade de infiltrado celular, além do estado de preservação 

do processo alveolar, do cemento e dentina, atribuindo-se escores que variaram de 0 a 3, de 

acordo com a intensidade dos achados(LEITÃO et al., 2005; DE LIMA et al., 2000), listados 

logo abaixo: 

Escore 0:Infiltrado celular ausente ou leve (infiltração celular inflamatória é limitada 

e restrita à região gengival marginal) e processo alveolar e cemento preservados. 

Escore 1: Infiltrado celular moderado (infiltração celular inflamatória presente em 

toda a gengiva inserida), processo alveolar com leve reabsorção e cemento intacto. 

Escore 2: Infiltrado celular pronunciado (infiltração de células inflamatórias presente 

na gengiva e ligamento periodontal), processo alveolar com degradação moderada e 

destruição parcial do cemento. 
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Escore 3: Infiltrado celular acentuado, processo alveolar com reabsorção completa e 

destruição grave do cemento. 

A análise histopatológica foi conduzida por dois avaliadores experientes, seguindo um 

procedimento cego.Nos casosde discordância dos achados entre os avaliares, um terceiro 

avaliadorfoidesignado para fornecer uma avaliação adicional e dirimir quaisquer divergências. 

Os resultados foram apresentados na forma de mediana (mínimo-máximo). 

 

4.3Metodologia associada ao objetivo específico 3.2.3:Investigar os efeitos da aplicação 

local da troxerrutina nas dosagens séricas de fosfatase alcalina óssea. 
 

4.3.1 Fosfatase alcalina óssea (FAO) 

Para investigar a atividade desta enzima, amostras de sangue foram coletadas do plexo 

orbital de todos os camundongos com o auxílio de um capilar de vidro. O sangue foi coletado 

em tubo de análises clínicas tampa vermelha (sem anticoagulante). Esperou-se sangue 

coagular por aproximadamente 15min e logo em seguida foi centrifugado (1500rpm por 

15min) e o sobrenadante armazenado a -80oC até a análise bioquímica, obtendo-se, portanto, 

o soro. Uma alíquota das amostras de soro foi utilizada para a dosagem de fosfatase alcalina 

total, utilizando-se Kit específico para fosfatase alcalina, cuja metodologia seguiu a orientação 

do laboratório fabricante (LABTEST®). Posteriormente, novas alíquotas, das mesmas 

amostras do material, foram aquecidas a 56°C por 10min, em seguida dosou-se novamente as 

concentrações enzimáticas da amostra.  

O método está fundamentado na labilidade dessa fração frente ao calor que por sua 

vez, foi determinada indiretamente subtraindo-se a atividade obtida de fosfatase alcalina 

termoestável da fosfatase alcalina total (LINDER et al., 2013; MOSS; WHITBY, 1975). Os 

resultados foram expressos em unidade de enzima por litro de soro (U/L) de acordo com o 

fabricante. 

 

4.4 Metodologia associada ao objetivo específico3.2.4: Avaliar o potencial anti-
inflamatório e antioxidante da troxerrutina frente a periodontite experimental. 

 

 Para a avaliação do potencial anti-inflamatório e antioxidante do gel de troxerrutina, 

foi avaliado a quantificação de óxido nítrico, glutationa reduzida e malondialdeído do tecido 

gengival dissecado das hemiarcadas destinadas ao teste de blotting e morfometria. 

 

4.4.1 Óxido Nítrico (NO) 

Para a quantificação indireta de NO por nitrito/nitrato, seguiu-se a metodologia 

conforme descrito por GREEN e colaboradores, 1982, adaptado. 50 μL do reagente de Griess 

(1% de sulfanilamida (p/v)) e 0,1% de NEED (p/v) em uma proporção de 1:1 foram 

adicionados a 50 μL do sobrenadante do homogeneizado em placas de 96 poços. Em seguida, 
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a mistura foi incubada a 37 °C por 15 minutos. Posteriormente, a absorbância das amostras foi 

lida em 540 nm e os resultados foram expressos em μmol L−1. 

  

4.4.2 Glutationa Reduzida - GSH 

Para o GSH, os tecidos gengivais foram pesados e homogeneizados em solução de 

ácido etilenodiaminotetracético gelado (EDTA, 0,02 M; pH 8,9), em uma proporção de 10%, 

com o auxílio do homogeneizador de tecidos. 40 μL dos homogenatos foram misturados com 

50 μL de água destilada, mais 10 μL de ácido tricloroacético (TCA, 50%), e centrifugados a 

5000 rpm por 15 minutos, a 4 °C. O sobrenadante obtido foi pipetado em uma placa de 96 

poços com tampão Trizma (0,4 M), além de EDTA (0,02 M, pH 8,9) e DTNB (0,01 M). A 

absorbância foi mensurada em um leitor de microplaca, dentro de 5 minutos após a adição de 

DTNB, em um comprimento de onda de 412nm. Os valores de absorbância foram 

interpolados na curva padrão de glutationa, e os resultados foram expressos como 

microgramas de GSH por grama de tecido (μg/g). 

 

4.4.3Malondialdeído - MDA 

Para o MDA, os tecidos foram pesados e homogeneizados em tampão fosfato de sódio 

gelado (0,1 M, pH = 7,0), com homogeneizador de tecido na proporção de 10%. Em seguida, 

o homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm, durante 5 minutos, a 4 °C. Alíquotas de 100 µL 

do sobrenadante foram misturadas com ácido acético 20% e ácido 2-tiobarbitúrico 0,5% 

(diluído em ácido acético 20%, pH 2,4 - 2,6). A mistura foi transferida para o banho-maria 

com temperatura de 95ºC, onde permaneceu por 1 hora; a amostra foi homogeneizada a cada 

15 minutos e, sequencialmente, para o banho de gelo, onde permaneceu 30 minutos. Em 

seguida, recebeu dodecil sulfato de sódio (SDS, 8,1%) e foi imediatamente centrifugada a 

12.000 rpm, durante 15 minutos, a 25 °C. A leitura da amostra foi realizada em leitor de 

microplaca de 96 poços com comprimento de onda em 532nm. A curva padrão foi obtida 

usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrão. Os resultados foram expressos em nanomol 

de MDA por miligrama de tecido (nmol/mg). 

 

4.5 Metodologia associada ao objetivo específico3.2.5: Analisar os efeitos da aplicação 

local da troxerrutina nos marcadores do metabolismo ósseo relacionados ao sistema 

RANKL/OPG. 

 

4.5.1 RANKL / OPG 
Western blots foram realizados a partir das hemi-arcadas(n=5 para grupo naive e n=7 

para os demais grupos – HPMC e troxerrutina 0,1, 0,5 e 1%), para análise da expressão de 

RANKL e OPG. Para tal, decorrido os 11 dias de experimento, os animais foram sacrificados 

e as hemi-arcadas, retiradas, imediatamente congeladas e armazenadas em freezer (-80ºC). Os 

espécimes retiradospara as análises foram submersos em nitrogênio líquido e macerados em 

gral com pistilo, após a maceração o material foi acondicionado em micro tubos (eppendorf 
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2mL) contendo tampão de lise e triturados novamente com um homogeneizador de tecidos 

para obtenção dos homogenatos. Os mesmos foram transferidos para tubos de ensaio com 

inibidores de protease e centrifugados a 14.000 rpm. O sobrenadante foi quantificado para 

proteína usando kit de ensaio BCA (Thermo Fisher Scientific), a fim de se padronizar a 

quantidade de proteína a ser colocada nos poços (50 μg). As amostras foram colocadas para 

corrida de eletroforeseem gel de desnaturação de poliacrilamida 10% (Sistema mini-gel, da 

Biorad, Hercules). Após, as proteínas corridasno gel foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose previamente bloqueadas com tampão de bloqueio da Biorad.As membranas 

foram, então, incubadas com anticorpo primário de ratoanti-RANKL,anti-OPG (1:500; 

CellSignaling Technology, Estados Unidos;overnight em temperatura ambiente) e depois 

lavadas por três vezes, 5min cada, num tampão de lavagem para, em seguida, serem 

incubadas com um anticorpo secundário anti-rabit por 90min e lavadas novamente como 

descrito acima. Cada membrana, então, foibanhada com kit Clarity WesternBiorad e 

imediatamente escaneadas em fotodocumentadorChemiDoc MP Biorad. Para a realização da 

análise densitométrica das bandas utilizou-se o programa ImageJ. O mesmo procedimento foi 

realizado utilizando anticorpo primário antiβ-actina.Os resultados foram expressos pela 

relação deRANKL/β-actina e OPG/β-actina. 

 

4.6 Análise estatística 

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média ± desvio padrão da 

média, exceto os escores histopatológicos que estão expressos pela mediana, com variação de 

menor e maior valor. A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk 

como pré-teste. Após a verificação da normalidade, os dados paramétricos foram analisados 

pelo teste estatístico ANOVA seguido deTukey como post hoc teste.Os dados não 

paramétricos foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s.O nível de 

significância para todos os casos foi dep<0,05. O software utilizado foi o GraphPad 

Prism®versão 8.0. 

 

5. RESULTADOS 
 

5.1 Quantificação da perda óssea 

A avaliação morfológica das mandíbulasrevelou que a periodontite resultou em 

significativa reabsorção óssea nos animais do grupo controle positivo, ou seja,que receberam 

a aplicação de HPMC (Figura 2B) em comparação aos animais saudáveis, do grupo 

naive(Figura 2A).  Foi observada uma redução de perda óssea nos grupos tratados com o gel 

contendo troxerrutina, nas concentrações de 0,5% (Figura 2D) e 1% (Fig. 2E)em comparação 

ao grupo controle que recebeu HPMC (Figura 2B) exceto na concentração 0,1% (Figura 2C). 

Também pôde-se observar diferença significativa quando comparado o grupo T1% ao grupo 

T0,5%. 



 

A mensuração da área de reabsorção óssea (Figura 3) permitiu observar que a 

aplicação do gel de troxerrutina,nas concentrações de 0,5% e 1%, 

perda óssea induzida pela periodontite experimental.

 

Figura 2 – Aspectos macroscópicos e á

pela área de reabsorção óssea (represen

T0,5% (D), e T1% (E).A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Após a eutanásia, no 

11o dia, as mandíbulas de animais foram processadas para análise macroscópica.

quantificação da perda óssea foi calculada pelo programa Image J

1% e fotografadas sob lupa estereoscópica.

 

A mensuração da área de reabsorção óssea (Figura 3) permitiu observar que a 

nas concentrações de 0,5% e 1%, reduziu significativamente a 

perda óssea induzida pela periodontite experimental. 

Aspectos macroscópicos e área de perda óssea das hemi-arcadas.A perda óssea foi mensurada 

de reabsorção óssea (representada em sombra amarela) dos grupos Naive (A), HPMC (B), T0,1% (C), 

A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Após a eutanásia, no 

dia, as mandíbulas de animais foram processadas para análise macroscópica.A morfometria para 

quantificação da perda óssea foi calculada pelo programa Image J®.Hemi-arcadas coradas com Azul de Metileno 

1% e fotografadas sob lupa estereoscópica. 
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A mensuração da área de reabsorção óssea (Figura 3) permitiu observar que a 

significativamente a 

A perda óssea foi mensurada 

dos grupos Naive (A), HPMC (B), T0,1% (C), 

A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Após a eutanásia, no 

A morfometria para 

arcadas coradas com Azul de Metileno 
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Figura 3 – Índice de perda óssea. O índice de perda óssea foi obtido após a mensuração da área de perda óssea 

macroscópica (morfometria). A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Após a 

eutanásia, no 11o dia, as mandíbulas de animais foram processadas para análise macroscópica.Os valores obtidos 

da área de reabsorção óssea foram analisados no software GraphPad Prism 8. #<0,0001 em relação ao naive; 

****P<0,0001 em relação ao HMPC; a P=0,01 em relação ao T0,5%; por ANOVA/Tukey. 

 

5.2Análise histopatológica por HE 

A análise histológica da região entre o primeiro e o segundo molares inferiores 

evidencia os aspectos normais dos tecidos periodontais no grupo de animais saudáveis, que 

não foram submetidos à periodontite (grupo naive), sem sinais de inflamação e perda óssea 

(Figura 4A). Por outro lado, no grupo de animais submetidos à periodontite e que não 

receberam tratamento, apenas a aplicação local do gel com HPMC, observou-se intenso 

infiltrado inflamatório, com predominância de neutrófilos, reabsorção do cemento, da dentina 

e do osso alveolar (Figura 4B). 

 Houve uma diminuição significativa do infiltrado de células inflamatórias e uma 

redução da reabsorção do processo alveolar nos grupos T0,5% (Figura 4D) e T1% (Figura 4E) 

em relação ao grupo HPMC. 

 

 



 

Figura 4 – Histologia das hemi-arcadas

Naive (A), HPMC (B), T0,1% (C), T0,5% (

molar inferior. Após a eutanásia, no 11o

(coloração com hematoxilina e eosina; 

dentina, ligamento periodontal e osso alveolar, respectivamente.

cemento e dentina. Infiltrado celular inflamatório é representado pela sigla ici, indicadas nas imagens (canto 

superior direito de cada grupo) com aumento de 400x.

 

5.4 Escores histopatológicos 

 A periodontite induzida nos 

celular inflamatório, reabsorção do osso alveolar, dentina e cemento além de aumentar o 

número de osteoclastos ativados, pontuando grau máximo nos e

histopatológicos.Aaplicação local com troxerru

significativamentemenores, em relação ao grupo HPMC, evidenciados pelos achados 

histológicos.Os resultados estão expressos 

arcadas.Aspecto microscópico do periodonto dashemi-arcadas dos grupos 

), T0,5% (D), e T1% (E). A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro 
o dia, as mandíbulas de animais foram processadas para análise histológica 

(coloração com hematoxilina e eosina; aumento de100X).As abreviaturas c, d,lp eoa representam cemento, 

osso alveolar, respectivamente.As pontas de setas indicam reabsorção do 

Infiltrado celular inflamatório é representado pela sigla ici, indicadas nas imagens (canto 

superior direito de cada grupo) com aumento de 400x. 

A periodontite induzida nos camundongos foi capaz de induzir um intenso infiltrado 

celular inflamatório, reabsorção do osso alveolar, dentina e cemento além de aumentar o 

número de osteoclastos ativados, pontuando grau máximo nos e

.Aaplicação local com troxerrutina a 1% em gel de HPMC pontuou escores 

significativamentemenores, em relação ao grupo HPMC, evidenciados pelos achados 

histológicos.Os resultados estão expressos na Figura 5 e Tabela 2. 
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arcadas dos grupos 

A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro 

dia, as mandíbulas de animais foram processadas para análise histológica 

representam cemento, 

tas indicam reabsorção do 

Infiltrado celular inflamatório é representado pela sigla ici, indicadas nas imagens (canto 

camundongos foi capaz de induzir um intenso infiltrado 

celular inflamatório, reabsorção do osso alveolar, dentina e cemento além de aumentar o 

número de osteoclastos ativados, pontuando grau máximo nos escores 

tina a 1% em gel de HPMC pontuou escores 

significativamentemenores, em relação ao grupo HPMC, evidenciados pelos achados 



28 
 

 

Figura 5 – Escores histopatológicos. Os escores histopatológicos foram obtidos após a avaliação de um 

profissional cego e são demonstrados pela mediana (triângulo) com variação do menor e maior valor. A 

periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Após a eutanásia, no 11o dia, as mandíbulas de 

animais foram processadas para análise histológica.  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. 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.# P<0,0001 em relação ao 

naive, ** p=0,0021 em relação ao HPMC; a P=0,04 em relação ao T0,1%;Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s. 

 

Tabela 2 – Escores histopatológicos.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. 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.# P<0,0001 em relação ao naive, ** 

P=0,0021 em relação ao HPMC; a P=0,04 em relação ao T0,1%. Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s. 

Grupos Mediana (mínimo – máximo) 

Naive  0 (0-0) 

HPMC 3 (2-3)# 

T 0,1%  2 (2-3) 

T 0,5%  2 (2-2) 

T 1%  1 (0-1)**, a 
Fonte: Autor. 
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5.5 Fosfatase Alcalina Óssea (FAO) 

Os animais submetidos à periodontite experimental e que receberam apenas HPMC 

apresentaram uma diminuição significativa na concentração sérica de FAO, quando 

comparados ao grupo naive. O tratamento com o gel contendo troxerrutina nas concentrações 

de 0,5% e 1%, mas não na concentração de 0,1%, foi capaz de prevenir a diminuição sérica de 

FAO induzida pela doença (Figura 6), evidenciando diferenças estatísticas significativas entre 

esses grupos e o grupo HPMC. 
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Figura 6 – Atividade osteoblástica. A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Após a 

eutanásia, no 11o dia, as mandíbulas foram dissecadas e o tecido gengival coletado dos animais foram 

armazenados e posteriormente processados para análise.A concentração sérica de fosfatase alcalina óssea foi 

mensurado por ELISA utilizando kit Labtest®. O grupo naive, comparado aos demais grupos, foi 

estatisticamente significativo. # p<0,0001 em relação ao naive; **** p<0,0001em relação ao HPMC; por 

ANOVA/Tukey. 

 

5.6 Dosagem de nitrito/nitrato 
Os animais que foram submetidos à periodontite experimental e que receberam apenas 

HPMC apresentaram um aumento significativo na concentração tecidual de nitrito/nitrato 

quando comparados ao grupo naive. O tratamento com o gel contendo troxerrutina nas 

concentrações de 0,5% e 1%foi capaz de prevenir o aumentotecidual de nitrito/nitrato, 

induzidopela doença (Figura 7). 
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Figura 7 – Dosagem deNitrato/Nitrito.Quantificação indireta de NO a partir da concentração de Nitrato/Nitrito 

no tecido gengival dos camundongos. A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Após a 

eutanásia, no 11o dia, as mandíbulas foram dissecadas e os tecidos gengivais coletadosecongelados.**** 

P<0,0001 e * P=0,02 em relação ao naive; a P<0,0001 em relação ao HPMC.; por ANOVA/Tukey. 

 

5.7 Concentração de Glutationa Reduzida (GSH) e Malondialdeído (MDA) 
Para avaliação do estresse oxidativo foram mensuradas as concentrações de GSH e 

MDA (Figura 8)nostecidos gengivaisassociados aos primeiros molares. 

A periodontite experimental resultou em uma significativa diminuição de GSH (Figura 

8A) e um aumento significativo de MDA (Figura 8B) nos tecidos gengivais dos animais que 

receberam apenas HPMC, quando comparados ao grupo naive. Esses resultados indicam a 

ocorrência de estresse oxidativo. 

A aplicação diária do gel de troxerrutina a 0,5% e 1% foi capaz de 

diminuirsignificativamentea geração de estresse oxidativo, evidenciado pelas concentrações 

significativamente maiores de GSH (Figura 8A), associadas a concentrações 

significativamente menores de MDA (Figura 8B) nos tecidos gengivais desse grupo de 

animais em comparação ao grupo que recebeu apenas HPMC. No mesmo sentido, ao 

compararmos osgel de troxerrutina a 1% em relação ao gel de 0,5%, pôde-se destacar 

diferença estatística significativanas concentrações de GSH (Figura 8A) e MDA (Figura 8B) 

de tecido gengival. 
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Figura 8 – Marcadores do estresse oxidativo.A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar 

inferior. Após a eutanásia, no 11o dia, as mandíbulas foram dissecadas e o tecido gengival coletado dos animais 

foram armazenados e posteriormente processados para análise. Concentraçãode GSH(A)e MDA (B) mensurados 

de tecido gengival dos camundongos.# P<0,0001 em relação ao naive; ****P<0,0001em relação ao HPMC; a 

P=0,023 em relação ao T0,5%;por ANOVA/Tukey. 

 

5.8Expressão de RANKL e OPG por Western blotting 
 

 A atividade do repórter de sinalização utilizadas na revelação da membrana, 

demonstrou que a periodontite induzida nos camundongos foi capaz de elevar a expressão de 

RANKL e diminuir a expressão de OPG (Figura 9). O tratamento com troxerrutina a 1%, 

aplicado localmente, foi capaz de reduzir a expressão de RANKL e induzir a expressão de 

OPG (Figura 9).A relação RANKL/β-actina e OPG/β-actina (Figura 10 e 11, 

respectivamente)confirmam os achados qualitativos vistos nas bandas reveladas na 

membrana. 

 

Figura 9 – Análise de RANKL/OPG por Western blotting. A periodontite foi induzida por ligadura no 

primeiro molar inferior. Após a eutanásia, no 11o dia, as hemi-arcadasdos animais foram retiradas, armazenados 

A B 
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e posteriormente processados para análise.Imagens representativas de Western blotting demostrando aumento na 

expressão de RANKL e diminuição de expressão de OPG no grupos doente (HPMC), inversamente ao grupo 

tratado com troxerrutina 0,5% e 1% que demonstrou aumento da expressão de OPG e diminuição da expressão 

de RANKL evidenciadas pelas bandas. 
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Figura 10 – Relação RANKL/ β-actina. A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. 

Após a eutanásia, no 11o dia, as hemi-arcadasdos animais foram retiradas, armazenados e posteriormente 

processados para análise. As bandas de Western blotting foram mensuradas por ImageJ e feita a relação entre 

RANKL eβ-actina.# P<0,0001 em relação ao naive; * P=0,027; *** P=0,0006 em relação ao HPMC;por 

ANOVA/Tukey. 
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Figura 11 – Relação OPG/ β-actina. A periodontite foi induzida por ligadura no primeiro molar inferior. Após 

a eutanásia, no 11o dia, as hemi-arcadasdos animais foram retiradas, armazenados e posteriormente processados 

para análise. As bandas de Western blotting foram mensuradas por ImageJ e feita a relação entre OPG e β-

actina.# P<0,0001 em relação ao naive; ** P=0,0022 em relação ao HPMC; por Kuskal-Wallis/Dunn’s. 
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6. DISCUSSÃO 
 

A periodontite é uma condição comum e crônica caracterizada por inflamação, cuja 

origem infecciosa destrói os tecidos de suporte dos dentes, o que potencialmente resulta em 

perda dentária. O presente estudo concentrou-se em avaliar a aplicação local de um gel de 

troxerrutina, conhecida por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias. O gel foi 

aplicado localmente em camundongos com periodontite experimental, resultando em uma 

significativa redução do infiltrado inflamatório nos tecidos periodontais e um menor índice de 

perda óssea alveolar nos grupos tratados em comparação com o grupo controle positivo para a 

doença (HPMC), indicando o potencial terapêutico da troxerrutina na perda óssea 

inflamatória.  

 Tratamentos com medicamentos aplicados no sítio da infecção revela-se de extrema 

relevância por diversos motivos. Em certos cenários, é viável atingir concentrações mais 

elevadas do fármaco na região-alvo, maximizando seus efeitos terapêuticos e minimizando 

possíveis efeitos colaterais em outras partes do organismo. Ademais, a administração local de 

flavonoides proporciona uma resposta mais direta no local afetado, otimizando a eficácia do 

tratamento quando comparada a outras vias de administração, como a via oral.Nesta última, a 

entrega de bioativos é substancialmente reduzida devido a metabolização hepática (efeito de 

primeira passagem) e pela influência dos microrganismos presentes na microbiota intestinal 

(RAMADON; ANWAR; HARAHAP, 2017). Em patologias específicas, como a periodontite 

previamente abordada, a entrega localizada doativopode ser,sobretudo, pertinente para 

abordar a inflamação e a perda óssea associadas a essa condição. 

A periodontite inflamatória envolve diversas falhas nas vias de restauração da 

homeostase. A resolução dessa inflamação é um retorno ativobem orquestrado à homeostase 

dos tecidos, sendo necessária para amenizar seus efeitos deletérios no tecido ósseo, 

corroborando com estudos na literatura que relatam o uso de flavonoides como potentes 

auxiliares na prevenção da periodontite, podendo representar um método significativo para 

aumentar a imunidade local e a defesa do hospedeiro (DE SOUZA CARVALHO et al., 2021; 

VAN DYKE, 2008). 

De fato, ao longo da história, diversos produtos naturais têm sido empregados com 

propósitos medicinais, e há relatos indicando que diversos desses produtos desempenham um 

papel na mitigação da perda óssea (FREIRES et al., 2018). Entre esses produtos utilizados no 

tratamento da periodontite, a literatura científica destacaa cumarina, possuindo efeitos de 

inibição dos patógenos, demonstrando ser anti-biofilme (HE et al., 2022), a quercetina, com 

reduçãoda perda óssea alveolar, aumentando a atividade osteoblástica, diminuiçãoda atividade 

osteoclástica, da apoptose e da inflamação (WEI et al., 2021; HUANG et al., 2020; TASKAN 

et al., 2020). Em paralelo, utilizando um modelo de osteoporose, a rutina, exibiu efeitos de 

osteoproteção, reduzindo reabsorção óssea trabecular e promovendo diferenciação de células-

tronco mesenquimais da medula óssea em osteoblastos (XIAO et al., 2019). 
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Até o presente momento, não há relatos na literatura da troxerrutina no tratamento da 

periodontite. No entanto já foi relatado efeitos benéficos com tratamento local em gel de seu 

percussor, a rutina, que foi capaz de reduzir o estresse oxidativo e equilibrar o mecanismo de 

enzimas antioxidantes além de reduzir a expressão de metaloproteinases e 

aumentarconcentrações de colágeno tipo III na gengiva(ALBAQAMI et al., 2023; IOVA et 

al., 2020). 

Em concordância, pesquisas na literatura relatam que o tratamento preliminar com a 

troxerrutina conseguiu diminuir expressivamente a lesão miocárdica, bem como diminuir 

citocinas pró-inflamatórias, reduzindo o impacto do infarto do miocárdio (SHU et al., 2019; 

SHU et al., 2017). Com base nessas informações, é pertinente sugerir a potencial participação 

da troxerrutina na modulação de eventos inflamatórios e nos danos oxidativos provocados por 

radicais livres, não apenas durante a reperfusão, mas em vários eventos patológicos. Não há 

dúvidas que a identificação e intervenção precoce têm potencial de preservar tecidos 

isquêmicos e lesados, prevenindo a progressão das lesões (JIANG et al., 2020). Nesse 

contexto, a troxerrutina tem sido reconhecida como um fármaco com atividade vascular, 

podendo melhorar a microcirculação, diminuir a permeabilidade capilar e reduzir o edema 

intersticial (XING et al., 2020). 

Em estudos recentes, para tratamento de mucosite intestinal ocasionada pelo uso do 

quimioterápico 5-fluorouracil, observou-se uma melhora dos efeitos colaterais associados 

quando utilizado a troxerrutina, em modelo experimental in vivo, em camundongos, com 

objetivo preventivo, na maioria das alterações da mucosa intestinal induzidas por 

quimioterapia. A troxerrutina evidenciou efeito restaurador da integridade epitelial com 

aceleração da cicatrização e melhora da inflamação (DE MIRANDA et al., 2020). 

Em nosso estudo, os resultadosmascroscópicos das hemi-arcadasdemonstram que os 

animais tratados com os géis contendo troxerrutina em sua composição, nas concentrações de 

0,5 e 1%, apresentaram uma diminuição significativa da perda óssea quantificada 

morfometricamente. Esse resultado pode ser associado aos achados microscópicos onde, pela 

histologia, foi evidenciado uma maior preservação do osso alveolar, do cemento e dentina. 

Além disso constatou-se haver uma diminuição do infiltrado inflamatório nos tecidos 

periodontais em relação ao grupo controle que recebeu apenas os excipientes na composição 

do gel (HPMC). 

Entre os marcadores de remodelação óssea, destaca-se a fosfatase alcalina, 

reconhecida como um indicador significativo de formação óssea, refletindo as atividades 

osteoblásticas. É o marcador mais amplamente empregado para avaliar o metabolismo ósseo, 

sendo capaz de indicar tanto a extensão da formação óssea quanto a atividade dos 

osteoblastos. Essa dupla função da fosfatase alcalina a torna crucial na compreensão e 

monitoramento dos processos dinâmicos que ocorrem no tecido ósseo(COSME�SILVA et al., 

2020; VAN STRAALEN et al., 1991) destacando-se assim como uma ferramenta valiosa na 

investigação de aspectos relacionados à saúde óssea e à evolução da periodontite. 

De forma interessante, o tratamento com o gel de troxerrutina conseguiu elevar a 

concentraçãodeFAO. Essa isoforma óssea localiza-se na membrana plasmática dos 
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osteoblastos, estando relacionada à mudança de pH do meio para que ocorra o processo 

deposição dos minerais envolvidos no processo de formação dos ossos (WU et al., 2021; 

VIMALRAJ, 2020; SARDIWAL et al., 2013). Essa ativação dos osteoblastos também pôde 

ser evidenciada nos resultados obtidos pelas análises de RANKL e OPG por Western blotting, 

onde, pelas análises qualitativas e quantitativas, a troxerrutina aplicada localmente reduziu a 

expressão de RANKL e induziu a expressão se seu bloqueador OPG, podendo favorecer uma 

maior osteoproteção na perda óssea evidenciada pela periodontite. 

Nossos achados corroboram com estudos de YANG e colaboradores 2021b, onde a 

troxerrutina foi capaz de acelerar o reparo tecidual em fraturas ósseas promovendo a 

diferenciação osteogênica de células-tronco mesenquimais humanas de maneira dependente 

da concentração, incitando a atividade da fosfatase alcalina além de estimular a formação de 

novo osso, acelerando a cicatrização da fratura. 

Dessa forma, os resultados nos apontam que o tratamento com a troxerrutina consegue 

induzir a atividade osteoblástica para favorecer os processos de reparo ou remodelação óssea 

como resposta à doença. Os osteoblastos não apenas desempenham um papel crucial na 

formação óssea, mas também influenciam a resposta ambiental dos osteoclastos por meio de 

processos comoindução, estimulação e inibição da reabsorção óssea (YANG et al., 2021b; 

HIENZ et al., 2015). 

A periodontite é uma doença cuja condição cursa com níveis mais elevados de 

RANKL (RELVAS et al., 2023; TSUKASAKI, 2021). O presente trabalho também buscou 

investigar os efeitos da administração local de troxerrutina em gel de HPMC sob o eixo 

RANKL/OPG na doença e nossos resultados foram bastante promissores. A troxerrutina 

conseguiu induzir uma menor expressão de RANKL e uma maior expressão do seu 

bloqueador natural, a OPG. 

Embora até o momento não se tenha dados da troxerrutina na perda óssea causada pela 

periodontite, diversos estudos demonstraram uma ação benéfica da utilização de flavonoides. 

Em estudos in sílico, de Noor e colaboradores (2018) com o objetivo de analisar a interação 

de diversos bioativos, entre eles a rutina, no eixo RANK/RANKL/OPG, observaram que a 

rutina consegue interagir mais facilmente com esse sistema. Respaldando descobertas de 

Wang e colaboradores (2017b)onde a utilização do bioativo em questão resultou em 

trabéculas ósseas mais espessas e densasem modelo de perda óssea por osteoporose. 

Alinhado a essa perspectiva, os resultados de Ge e colaboradores (2020) utilizando a 

quercetina em modelo de inflamação craniana foram promissores ao mostrar que a expressão 

de RANKL foi significativamente inibida, mas a expressão da proteína OPG aumentou com a 

adição da quercetina. 

Os papéis desempenhados pelos mediadores inflamatórios locais, originados por 

macrófagos e linfócitos T, no processo de reabsorção óssea têm sido alvo de extensivas 

pesquisas. Esses mediadores exercem suas funções efetoras no tecidoem relação à via de 

produção de RANKL estimulada por osteoblastos (MARTINS et al., 2016). Destaca-se que a 

reabsorção óssea alveolar associada à periodontite pode ser desencadeada tanto de forma 

direta quanto indireta pelo infiltrado inflamatório celular (HIENZ et al., 2015). Uma 
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compreensão aprofundada desses processos contribui significativamente para a identificação 

de estratégias de intervenção mais direcionadas e eficazes. 

No aspecto inflamatório, no presente estudo, constatou-se menores concentrações de 

nitrito/nitrato nos tecidos gengivais de animais tratados com troxerrutina comparado ao grupo 

controle HPMC, o que sugere menor liberação de óxido nítrico (NO). O NO é um radical livre 

reativo secretado por diversas células, como polimorfonucleares, células predominantes em 

quadros inflamatórios agudos e desempenham um papel importante no combate aos 

microrganismos, ele é rapidamente metabolizado a produtos estáveis, ou seja, nitrito e nitrato, 

na maioria dos fluidos corporais(WALTZ et al., 2015). 

A menor liberação de NO nos grupos tratados com a troxerrutina, sugere fortemente 

uma menor liberação dessas citocinas nesses grupos, uma vez que oNO é capaz de mediar 

efeitos de citocinas inflamatórias como TNF e IL-1(WANG; HUANG; HE, 2019). 

Concentrações menores de nitrito/nitrato refletem, portanto, menor liberação de 

citocinas.Ainda, os valores dosados desses animais tratados com troxerrutinaconseguiram se 

equiparar estatisticamente aos níveis encontrados nos animais naive (não submetidos à 

indução daperiodontite experimental), reiterando que uma menor liberação de NO pode estar 

relacionado à capacidade da troxerrutina de influenciar em situações inflamatórias reduzindo 

esses efeitos relacionados a esse mecanismo. 

O estresse oxidativo decorre de um desequilíbrio das defesas antioxidantes, como a 

glutationa reduzida, que pode ser induzido por espécies reativas de oxigênio (EROs).A 

glutationa livre está presente principalmente na sua forma reduzida (GSH) e pode ser 

convertida para a forma oxidada (GSSG) na presença de EROs(RAJPAL et al., 2022). Em 

determinadas condições, oNOpode interagir com EROs e contribuir para o estresse oxidativo. 

A interação do NO com radicais livres pode levar à formação de peroxinitrito, uma espécie 

reativa que pode iniciar ou amplificar a peroxidação lipídica de membranas celulares, danos 

proteicos e nucleares. Um dos produtos finais desta reação é o malondialdeído (MDA) 

(TSIKAS; MIKUTEIT, 2022;WANG; ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017;MARTINSet 

al., 2016).Portanto, a liberação desregulada de NO pode desempenhar um papel na indução do 

estresse oxidativo, que, por sua vez, pode contribuir para a peroxidação lipídica. Esses 

processos estão interconectados e estão envolvidos em diversas condições patológicas, 

incluindo processos inflamatórios e danos celulares associados a diversas doenças, incluindo a 

periodontite. 

 De fato, no presente trabalho, o uso do gel de troxerrutina aplicado localmente, foi 

capaz de preservar os níveis de GSHe diminuir a concentração de MDA e Nitrato/Nitrito o 

que nos aponta um efeito antioxidante e anti-inflamatório do gel. Esses dados corroboram 

com trabalhos da literatura que utilizaram a rutina para o tratamento de periodontite em ratos 

wistar, destacando como promissor os efeitos benéficos desse flavonoide (IOVA et al., 2021) 

e, portanto, de seu derivado, a troxerrutina. 

Além disso, há estudos que avaliaram o efeito da administração oral da troxerrutina no 

comprometimento cognitivo induzido pela resistência à insulina no cérebro em camundongos 

alimentados com uma dieta rica em colesterol. Os resultados demonstraram que a troxerrutina 



37 
 

atenua o comprometimento cognitivo e o estresse oxidativo induzido no cérebro dos 

camundongos por meio da redução dos produtos finais de glicação avançada, espécies reativas 

de oxigênio e diminuição da concentração de proteínas carboniladas - grupos carbonilas 

(aldeídos e cetonas) em proteínas (LU et al, 2011), ressaltando seus efeitos antioxidantes e 

antiínflamatórios. 

Antioxidantes são substâncias que impedem a oxidação, neutralizando os radicais 

livres gerados pela exposição à poluição, tabagismo, estresse e fatores genéticos. Nos 

organismos vivos, incluindo os humanos, a deterioração e morte celular são provocadas pelos 

radicais livres, que se formam devido à oxidação de moléculas do ambiente. Esses radicais 

livres também impactam a saúde bucal, causando problemas graves. No entanto, diversos 

antioxidantes podem resolver esse problema, combatendo os efeitos nocivos dos radicais 

livres (TSIKAS; MIKUTEIT, 2022;IOVA et al., 2021;MARTINS et al., 2016; WALTZ et al., 

2015) na qual foi registrado no presente estudo com a troxerrutina aplicada localmente (tecido 

afetado)na periodontite experimental. 

A atividade antioxidante da troxerrutina também foi demonstrada na literatura por 

meio de um modelo de hemólise de eritrócitos. Por ser um composto polar, no qual facilita a 

distribuição uniforme na fase aquosa, foi capaz de proteger as células por meio da eliminação 

de radicais livres em meio aquoso (XIN et al., 2018). Essa atividade também foi comprovada 

nas ciências cardiovasculares, utilizando lesões causadas por isquemia/reperfusão, por meio 

de modelo in vivo em camundongos diabéticos e saudáveis apresentando efeitos 

antiarrítmicos e anti-inflamatórios, caracterizando uma redução da gravidade da arritmia 

(NAJAFI et al., 2018). Atualmente, ratificada de maneira inédita por intermédio de um 

modelo de periodontite. 

 

7. CONCLUSÃO 
 

 Conforme a literatura científica, não há dúvidas que o modelo de ligadura com fio de 

sutura de algodão seja eficaz para evidenciar intensa reabsorção óssea em 11 dias em 

camundongos.Diante disso, o presente estudo apresentou que o tratamento com troxerrutina 

aplicada localmente em gel de HPMC, aumentou o perfil de osteoproteçãopelo eixo 

RANKL/OPG correlacionado por uma maior ativação de osteoblastos e menor ativação de 

osteoclastos nos tecidos periodontais frente a periodontite induzida nos animais.Além disso, o 

tratamento com esse flavonoide exibiuuma maior prevençãoda reabsorção óssea inflamatória 

podendo estar associada através dascaracterísticas antioxidantes desse bioativo, indicando seu 

potencial terapêutico, nas concentrações testadas, na periodontite experimental. 
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