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Resumo 
 
Os efeitos benéficos do agonista kappa opioide U-50,488 na prevenção da progressão da 
doença periodontal (DP) em ratos já foi descrito na literatura, embora seus mecanismos 
ainda não tenham sido totalmente esclarecidos. O presente estudo avaliou a expressão das 
seguintes citocinas: fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 6 (IL-6), 
interleucina 8 (IL-8) e interleucina 10 (IL-10) em tecidos periondontais de ratos com DP 
induzida e tratados com o U-50,488. Adicionalmente, correlacionou-se os efeitos do 
agonista kappa opioide com a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) — um 
marcador de neutrófilos ativados — e com a presença de osteoclastos nos tecidos 
periodontais. Ratos machos da linhagem Holtzman foram divididos em quatro grupos: 
naïve (N), ligadura (L), salina (S) e kappa (K). A DP foi induzida por meio da colocação 
de um fio de sutura estéril (ligadura) em volta do segundo molar superior esquerdo, exceto 
nos animais do grupo N. Os animais do grupo L não receberam qualquer tratamento 
farmacológico após a colocação da ligadura e os dos grupos S e K foram tratados, 
respectivamente, com a administração local de solução salina e do agonista kappa opioide 
U-50,488. Após cinco e 11 dias de indução da doença, os animais passaram pela eutanásia 
e as amostras dos tecidos periodontais foram coletadas para análises histológica e 
morfométrica, avaliação da produção de TNF-α, IL-6, IL-8, IL-10 e MPO. A DP 
experimental caracterizou-se pela formação de infiltrado inflamatório, reabsorção da crista 
óssea alveolar e aumento no número de osteoclastos no periodonto de ratos com ligadura. 
Verificou-se também, por intermédio do Teste de Elisa, uma concentração maior nos níveis 
de TNF-α, IL-6, IL-8 e MPO nos tecidos periodontais destes animais. A administração do 
agonista kappa opioide diminuiu a perda óssea e o número de osteoclastos sem alterar o 
número de células do inflamatório e a atividade de MPO. O U-50,488 reduziu os níveis de 
IL-6 e aumentou os de IL-10 de maneira significativa, mas não alterou a produção de TNF-
α e de IL-8. Tais resultados sugerem que a administração local do agonista kappa opioide 
U-50,488 modula as respostas inflamatória e imune na DP experimental em ratos ao 
diminuir a expressão de IL-6 e aumentar a de IL-10. 
 
Palavras-chave: Doença Periodontal. Agonista Kappa Opioide. Fator de Necrose Tumoral 
Alfa. Interleucina. Mieloperoxidase. 
 
 
 
  



 
 

 
 

Abstract 
 
 
 
Beneficial effects of the kappa opioid agonist U-50,488 in preventing periodontal disease 

(PD) progression in rats were already described, but the mechanisms by which it ocurred 

were unknwon. The present study evaluated the expression of TNF-α, IL-6, IL-8 and IL-10 

in periodontal tissues of rats with ligature-induced PD, treated with U-50,488. It also 

correlated the effects of such agonist with myeloperoxidase activity and the presence of 

osteoclasts in periodontal tissues.  Male Holtzman rats weighing 250-300g were divided 

into four groups: (1) Naïve, (2) Ligature, (3) Ligature + Saline and 4) Ligature + Kappa 

agonist. Experimental PD was induced by placing a sterile silk ligature around the 2nd left 

upper molar. Animals from groups 3 and 4 were locally administered with either saline or 

U-50,488, respectively, from the 3rd to the 5th day following ligation. After 5 or 11 days of 

ligature, animals were euthanized and periodontal tissue samples were collected for 

histological and morphometric analysis, for evalution of TNF-α, IL-6, IL-8, IL-10 and 

MPO.  Ligature placement induced a significant alveolar bone loss, inflammatory infiltrate, 

number of osteoclasts, MPO activy, IL-6, IL-8 and TNF-α expression in periodontal 

tissues. U-50,488 decreased bone loss and the number of osteoclasts in periodontal tissues, 

although it did not alter histological inflammatory infiltrate and MPO activity. Furthemore, 

U-50,488 significantly reduced IL-6 and increased IL-10 levels, but it did not affect TNF-α 

and IL-8. Lowering the levels of IL-6 and increasing IL-10 are important mechanisms by 

which U-50,488 decreases alveolar bone loss in ligature-induced periodontal disease.  

Keywords: alveolar bone loss, opioids, IL-6, IL-1  
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1 INTRODUÇÃO 
 

A doença periodontal (DP) é uma das patalogias ósseas mais prevalecentes em 

humanos e considerada uma das principais causas de perda dental em adultos 

(PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005). Caracteriza-se por um desequilíbrio 

entre os mecanismos de defesa do hospedeiro e os periodontopatógenos que colonizam o 

sulco gengival, podendo levar à completa destruição dos tecidos periodontais de suporte 

(PAGE et al., 1997; PAGE; KORNMAN, 1997). Embora esteja claro o papel das bactérias 

como agente primário e iniciador da doença (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1997), sabe-se 

que as respostas imune e inflamatória do hospedeiro determinam o grau de 

comprometimento dos tecidos de inserção e ósseo (TAUBMAN et al., 2005) por meio da 

liberação de diversos mediadores químicos inflamatórios como as metaloproteinases da 

matriz, prostaglandinas e citocinas (PRESHAW, 2008). 

Nas últimas décadas, uma variedade de agentes farmacológicos tem sido estudada 

com o objetivo de modular essa resposta (PRESHAW, 2008). Especialmente, o agonista 

opioide U-50,488, que age via receptores kappa, foi capaz de reduzir as perdas de inserção 

e óssea de maneira estatiscamente significativa, porém sem alterar o número de células 

inflamatórias dos tecidos afetados (PACHECO et al., 2008). 

Os opioides são substâncias conhecidas por suas propriedades analgésicas no 

tratamento da dor aguda pós-cirúrgica e da dor crônica decorrente de diversas 

enfermidades como o câncer (SACERDOTE, 2008). Sua utilização tem sido limitada em 

função de efeitos sistêmicos colaterais adversos como depressão respiratória, náusea, 

constipação, e pelo fato de criar tolerância e dependência. Exercem seu efeito por 

intermédio da ligação a um ou mais receptores celulares expressos não só em células dos 

sistemas nervoso e periférico (STEIN; LANG, 2009), como também em sítios não 

neuronais, como células endoteliais vasculares (CADET et al., 2000), queratinócitos 

(BIGLIARDI; BUCHNER; RUFLI, 2002) e diversas células do sistema imune, como 

neutrófilos, monóciots, macrófagos e células T (WYBRAN et al., 1979; SIBINGA; 

GOLDSTEIN, 1988; BIDLACK, 2000; BIDLACK et al., 2006). A ativação de receptores 

epioides em leucócitos, com posterior alteração na secreção de diversas citocinas como IL-

1, TNF-α, IL-6 e IL-8, é descrita como um importante mecanismo pelo qual os epioides 

interferem nas respostas imune (ALICEA et al., 1996) e inflamatória, conforme já 

demonstrado em diferentes modelos de inflamação in vivo e in vitro (FLORES; WAHL; 
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BAYER, 1995; GRIMM et al., 1998; POURPAK; AHMADIANI; ALEBOUYEH, 2004; 

RAO et al., 2004). Técnicas de clonagem molecular identificaram três tipos principais de 

receptores opioides: mü (µ), kappa (κ) e delta (δ), todos pertencentes à superfamília de 

receptores com sete domínios transmembrana, aclopados à proteína G (DHAWAN et al., 

1996). Em uma revisão publicada em 2008, Finley et al. afirmaram que além de induzir 

analgesia, os opioides modulam a função das células envolvidas com a resposta imune 

mediante a regulação da expressão de citocinas, quimiociocinas e seus receptores. 

As citocinas são importantes mediadores que interferem na patogênese da DP. 

Estudos em humanos demonstraram que os níveis de IL-β, IL-8 e TNF-α, no fluido do 

sulco gengival e nos tecidos periodontais de indivíduos com DP, estavam aumentados 

quando comparados com indivíduos saudáveis ou tratados (ZHONG et al., 2007; 

GAMONAL et al., 2001; IKEZAWA et al., 2005). A aplicação local de antagonistas de 

IL-1 e TNF-α resultou em menor perda óssea alveolar em um modelo experimental animal 

de DP (OATES; GRAVES; COCHRAN, 2002; DELIMA et al., 2002). 

Da mesma forma, ao avaliar camundongos deficientes para IL-6, Baker et al. 

(1999) verificaram uma perda óssea menor após infecção com Porphyromonas gingivalis, 

confirmando o envolvimento dessa citocina na progressão da DP. 

Por outro lado, a IL-10, considerada uma citocina anti-inflamatória, foi capaz de 

inibir a síntese de várias citocinas pró-inflamatórias, como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-α 

(CASSATELLA et al., 1993; PULITI et al., 2002). Altos níveis de ILK-10 nos tecidos 

periodontais foram também relacionados com a redução na expressão do ligante do 

receptor ativador do fator nuclear kappa (RANKL), um dos componentes da superfamília 

de proteínas do receptor do fator de necrose tumoral, responsável pela reabsorção óssea, 

que caracteriza doenças inflamatórias como a DP, a artrite reumatoide e a osteoporose 

(GARLET et al., 2006; PETTIT et al., 2006; FILI; KARALAKI; SCHALLER, 2009; 

ALLAM et al., 2010). 

Diante do exposto, levantou-se a hipótese deste estudo: os opioides previnem a 

perda óssea e a perda de inserção associadas à DP experimental ao modular a expressão de 

citocinas envolvidas diretamente na patogênese desta condição. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

 
Alguns estudos demonstraram que agonistas opioides — especialmente, o agonista 

de receptor kappa opioide U50,488 — são capazes de diminuir as perdas de inserção e 

óssea no periodonto de ratos com doença periodontal induzida por ligadura, sem, no 

entanto, alterar o número de células no infiltrado inflamatório dos tecidos após a indução 

da doença. 

Entender o mecanismo pelo qual essas substâncias atuam pode levar ao 

desenvolvimento de novas terapias para o tratamento das doenças periodontais. 

Um dos mecanismos propostos para explicar o efeito do agonista kappa opioide 

seria a sua ligação a receptores específicos, localizados em leucócitos e células residentes, 

com a consequente regulação da produção de diversas quimiocinas e citocinas envolvidas 

na perda dos tecidos periodontais. 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 
 

• Avaliar os mecanismos pelos quais a administração local do agonista de receptor 

kappa opioide diminui a reabsorção óssea e a perda de inserção em ratos com 

doença periodontal experimental induzida por ligadura. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

• Verificar a expressão de TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-10 em tecidos de ratos que tiveram 

a doença periodontal experimental induzida por ligadura e foram tratados com o 

agonista kappa opioide U-50,488; 

• Averiguar a atividade da enzima mieloperoxidase em tecidos de ratos que tiveram a 

doença periodontal experimental induzida por ligadura e foram tratados com o 

agonista kappa opioide U-50,488; 

• Avaliar a presença de osteoclastos em tecidos de ratos que tiveram a doença 

periodontal experimental induzida por ligadura e foram tratados com o agonista 

kappa opioide U-50,488. 
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4 ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA ARCHIVES OF ORAL BIOLOGY 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 

As propriedades analgésicas dos opioides são conhecidas há séculos e a ideia de 

que modulam a resposta imune não é recente. Entretanto, somente nas últimas décadas, 

estudos têm demonstrado como seus efeitos na resposta imune alteram o curso de várias 

doenças crônicas (VALLEJO; LEON-CASASOLA; BENYAMIN, 2004; SACERDOTE, 

2008). 

No presente estudo, a DP experimental induzida por ligadura levou à formação de 

um infiltrado inflamatório de leucócitos mono e polimorfonucleares nos tecidos 

periodontais, destruição das fibras de ligamento periodontal e reabsorção da crista óssea 

alveolar. A administração local do agonista de receptor kappa opioide U-50,488 e a 

reabsorção óssea no periodonto dos animais tratados sem alterar o infiltrado inflamatório, 

confirmando resultados anteriores (PACHECO et al., 2007; PACHECO et al., 2008). 

Uma das proposições para se explicar os efeitos do agonista opioide observados na 

DP seria a modulação de citocinas com consequente diminuição da perda dos tecidos 

periodontais. Tem sido demonstrado que um dos fatores determinantes da destruição 

tecidual na DP é o desequilíbrio entre os níveis de citocinas pró e anti-inflamtórias nos 

tecidos acometidos (PRESHAW, 2008). Nesse sentido, este trabalho evidenciou que a 

indução da DP experimental resultou em aumento na expressão de IL-6, TNF-α e IL-8, 

cinco dias após a colocação da ligadura, o que confirma os relatos de que a reabsorção 

óssea relaciona-se com o aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, dentre elas IL-

6 e TNF-α, que estimulam a diferenciação e ativação de osteoclastos (LERNER, 2006). 

Baker et al. (1999) demonstraram a participação da IL-6 na reabsorção óssea em um 

modelo de DP experimental em camundongos. Além disso, essa citocina foi capaz de 

estimular a diferenciação de osteoclastos maduros (MANOLAGAS; JILKA, 1995) e 

aumentar a produção de prostaglandina (PGE2), um importante mediador da reabsorção 

óssea (LIU et al., 2005; OKA et al., 2008; HIKIJI et al., 2008). IL-6 aumentou também a 

expressão do RNA mensageiro de RANKL na artrite reumatoide (PALMQVIST et al., 

2002; WONG et al., 2006). RANKL é uma citocina da família TNF, que induz a 

diferenciação e ativação de osteoclastos por intermédio da ligação a seu receptor RANK. 

Essa ligação pode ser inibida pela osteoprotegerina (OPG), seu inibidor natural. Um 

desequilíbrio no eixo RANK/RANKL/OPG está relacionado à reabsorção óssea não só na 
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DP como também em outras enfermidades sistêmicas (PETTIT et al., 2006; FILI, 2009). 

Neste estudo, os baixos níveis de IL-6 observados após o tratamento local pelo U-50,488 

provavelmente alteraram a proporção RANKL/OPG com redução da reabsorção da crista 

óssea alveolar. Tal fato é coerente com o menor número de osteoclastos observados nos 

animais com DP tratados com esse agonista de receptor kappa opioide. Embora a 

administração local do agonista kappa opioide U50,488 tenha reduzido significativamente 

os níveis de IL-6 e aumentado os de IL-10 no início da DP experimental (quinto dia após a 

colocação da ligadura), não houve alteração nos níveis de TNF-α e IL-8 durante todo o 

período da observação experimental. Estudos in vitro indicaram que a ativação de 

receptores kappa opioide expressos por fibroblastos e por células precursoras de 

macrófagos diminuiu a secreção de IL-1, IL-6 e TNF-α por estas células (ALICEA et al., 

1996; PARKHILL; BIDLACK, 2006). Da mesma forma, em estudos in vivo, ao regular a 

expressão de diversas citocinas, agonistas de receptores kappa opioide atenuaram a atrite 

reumatoide (WILSON; CARMODY; WALKER, 2000; BUSH; KIRKHAM; WALKER, 

2001), uma condição inflamatória crônica cuja patogênese assemelha-se à da DP (Mercado 

et al., 2003; Bartold et al., 2005). 

Os níveis de TNF-α permaneceram inalterados mesmo após a administração local 

do agonista de receptor kappa opioide, sugerindo que essa citocina, embora seja pró-

inflamatória e diretamente relacionada à reabsorção óssea, não esteja envolvida na 

modulação da DP pelos opioides. Essas observações estão de acordo com aquelas de 

Parkhill e Bidlack (2006) que demonstraram, in vitro, que células derivadas de monócitos 

de camundongos, estimuladas com lipopolissacarídeos (LPS), quando pré-tratadas com o 

agonista kappa opioide U-50,488, tiveram uma redução na expressão de IL-6 sem alterar 

os níveis de TNF-α. 

O aumento da expressão da IL-10 no início da doença, após a administração local 

do agonista kappa opioide, sugere um mecanismo de modulação do opioide sobre a DP, 

considerando que se trata de uma citocina anti-inflamatória, capaz de suprimir a produção 

de metaloproteinases (LACRAZ et al., 1995) e a diferenciação de células clásticas 

(OWENS; GALLANGER;  CHAMBERS, 1996), além de diminuir a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-6 (PULITI et al., 2002). Em pesquisas realizadas em 

humanos, baixos níveis de IL-10 foram correlacionados com sítios ativos da DP quando 

comparados a sítios saudáveis (HIROSE et al., 2001). 
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Finalmente, é interessante salientar a não diminuição do número de células do 

infiltrado inflamatório após a administração do U-50,488, confirmando os achados de 

Pacheco et al. (2007; 2008). Utilizando o ensaio para MPO, um marcador da presença de 

neutrófilos (GOMES et al., 2009; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009), observou-se que 

administração local de U-50,488 não alterou o número dessas células, visto que não houve 

modificação na atividade de tal enzima. Tal achado é coerente com o fato de o agonista 

kappa opioide utilizado não ter sido capaz de reduzir a expressão de IL-8, uma quimiocina 

relacionada à migração de neutrófilos (YOSHIMURA et al., 1987; SILVA et al., 2007).  

Pelo exposto, é pertinente sugerir que a diminuição na expressão de IL-6 e o 

aumento na expressão de IL-10 são importantes mecanismos pelos quais o agonista de 

receptores kappa opioide U-50,488 modula a DP induzida por ligadura em ratos. 

Entretanto, novos estudos são necessários para se avaliar o efeito desses agonistas na 

expressão de outras citocinas e nos diversos tipos celulares envolvidos com a perda óssea e 

com a perda de inserção na doença periodontal. 
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6 CONCLUSÕES 
 

Com base nos resultados deste trabalho, conclui-se que: 

 

• As citocinas IL-6, TNF-α e IL-8 estão envolvidas na doença periodontal 

induzida por ligadura em ratos; 

• A administração local do agonista kappa opioide U-50,488 foi capaz de 

reduzir a perda óssea e de inserção na doença periodontal induzida por 

ligadura em ratos; 

• O agonista de receptor kappa opioide U-50,488 modulou a expressão de 

citocinas em animais com DP induzida por ligadura, pela diminuição da 

expressão de IL-6 e aumento de expressão de IL-10, sem, entretanto, alterar 

a expressão de TNF-α e IL-8 nos tecidos periodontais. 
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