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RESUMO 
 

Silva, CMPC. Participação da atividade redox e armadilhas extracelulares de 
neutrófilos na gênese e desenvolvimento da lesão periapical induzidas 
experimentalmente em camundongos. Ribeirão Preto, 2023. 147p. [Dissertação 
de Mestrado]. Ribeirão Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da 
Universidade de São Paulo. 
 
Diante do importante papel das espécies reativas de oxigênio (ROS) e das 
armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) em diferentes patologias sistêmicas e 
seu potencial na modulação da resposta imunológica, faz-se necessária melhor 
compreensão dos seus efeitos nos tecidos assim como sua utilização como 
alvos para futuras estratégias terapêuticas. Assim, para abordar o tema proposto, 
foram desenvolvidos estudos divididos em 2 objetivos gerais: avaliar a participação 
da atividade redox durante o desenvolvimento da lesão periapical; e a relação entre 
espécies reativas de oxigênio e armadilhas extracelulares de neutrófilos na gênese e 
desenvolvimento da lesão periapical. Para o primeiro estudo, foram utilizados 42 
camundongos wild-type (7 animais/por grupo). No grupo controle, os animais 
estavam com dentes hígidos e nos demais grupos tiveram lesões periapicais 
induzidas nos primeiros molares inferiores. Após os períodos de 2, 5, 7, 21 e 42 dias, 
os animais foram eutanasiados e as hemi-mandíbulas direitas foram submetidas ao 
processamento histotécnico de rotina e as lâminas obtidas foram coradas com 
hematoxilina e eosina (HE) para descrição das características do conteúdo do canal 
radicular e das regiões apical e periapical (microscopia convencional) e 
histomorfometria da área das lesões periapicais (microscopia modo fluorescente). 
Além disso, foram realizadas reações de imuno-histoquímica para avaliação da 
presença/ausência e localização das enzimas oxidantes mieloperoxidase (MPO) e 
óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e das enzimas antioxidantes superóxido 
dismutase (SOD), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT). Já as hemi- mandíbulas 
esquerdas foram submetidas ao processamento para a técnica de qRT-PCR e 
avaliação da expressão de RNAm das mesmas enzimas citadas anteriormente. Para 
os dados da morfometria realizou-se o teste Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn. Para 
os dados da imuno-histoquímica, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de 
Dunn e de Mann- Whitney. Ambas as análises estatísticas foram realizadas com o 
auxílio do software GraphPad Prism 9. Já para os dados de expressão gênica, 
realizou-se o teste ANOVA com pós-teste com contraste ortogonal por meio do 
software SAS/STAT®. Ainda, foi realizado o teste de correlação de Spearman para 
avaliar o grau de correlação entre a expressão de genes e o tamanho da lesão 
periapical. O nível de significância adotado para todas as análises foi de 5%. Os 
resultados permitiram concluir que no decorrer dos períodos, a lesão periapical 
progrediu. Houve aumento da expressão gênica das enzimas MPO, CAT, SOD e GR 
no dia 5, em comparação com o grupo controle (p<0,05). A expressão gênica da 
iNOS aumentou nos dias 21 e 42 dias em relação ao controle (p<0,05). Também foi 
possível observar correlação moderada entre MPO e CAT (0,7), entre iNOS e a lesão 
periapical (0,6) e correlação forte entre MPO e GR (0,8). Além disso, a 
imunomarcação de todas as enzimas se apresentou mais intensa nos períodos 
crônicos, porém apenas a MPO teve diferença entre esses grupos e o controle 



 

(p<0,05) e a iNOS, maior aos 5 dias, em comparação ao de 2 e 7 dias (p<0,05) e 
aos 42 dias, em relação ao de 7 dias (p=0,03). Assim, observou-se nos períodos 
iniciais do desenvolvimento da lesão periapical o aumento da atividade redox. Nas 
lesões crônicas, teve exposição prolongada de ROS, observadas pela 
imunomarcação. O aumento da expressão de iNOS teve correlação com o tamanho 
das lesões periapicais e sua marcação aos 42 dias, parece estar associada à 
destruição óssea e cementária, sugerindo o importante papel da atividade redox 
como mecanismo de defesa e na patogênese das lesões periapicais. Para o segundo 
objetivo proposto, de avaliação da relação das NETs e ROS no desenvolvimento de 
lesões periapicais, foram utilizados 42 camundongos wild-type (7 animais/grupo), 
sendo o controle o grupo de animais com entes hígidos e os demais grupos com 
lesões periapicais induzidas nos primeiros molares inferiores. Após os períodos de 2, 
5, 7, 21 e 42 dias, as amostras foram avaliadas para descrição do canal radicular e 
das regiões apical e periapical, histomorfometria da área das lesões periapicais e 
contagem do número de neutrófilos. Além disso, foram realizadas reações de imuno-
histoquímica para avaliação da co-localização dos marcadores de NETs, elastase de 
neutrófilo (NE) e histona 3 citrulinada (H3Cit) e MPO e H3Cit. Adicionalmente, 
também foi avaliada a expressão gênica de NE e H3Cit por qRT-PCR. Foi observado 
maior número de neutrófilos nos períodos de 21 e 42 dias, com diferença com os 
demais grupos (p<0,05). A formação de NETs também foi maior nesses períodos (21 
e 42 dias), evidenciada pela co-localização tanto de NE e H3Cit como de MPO e 
H3Cit. Após a obtenção dos resultados de ambos os estudos pode-se concluir que, 
durante o desenvolvimento da lesão periapical, pode-se evidenciar o stress oxidativo, 
maior atividade de neutrófilos e formação de NETs, especialmente nos períodos mais 
tardios de avaliação que correspondem à cronificação, o que pode indicar a relação 
entre a formação de ROS e a liberação de NETs com a destruição tecidual periapical. 
 
Palavras-chave: stress oxidativo, lesão periapical, armadilhas extracelulares de 
neutrófilos, espécies reativas de oxigênio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 
 
Silva, CMPC. Participation of redox activity and neutrophil extracellular 
traps in the genesis and development of experimentally induced periapical 
lesions in mice. Ribeirão Preto, 2023. 147p. [Master dissertation]. Ribeirão Preto: 
Ribeirão Preto School of Dentistry, University of São Paulo. 
 
Given the vital role of reactive oxygen species (ROS) and neutrophil extracellular 
traps (NETs) in different systemic pathologies and their potential to modulate the 
immune response, it is necessary to understand their effects on tissues better, as 
well as their use as targets for future therapeutic strategies. Thus, to address the 
proposed theme, it was developed studies divided into 2 general objectives were 
developed: to evaluate the participation of redox activity during the formation and 
development of the periapical lesion; and the relationship between reactive oxygen 
species and neutrophil extracellular traps in the genesis and development of the 
periapical lesion. For the first study, 42 wild-type mice (7 animals/group) were used, 
the control group had sound teeth and the others had periapical lesions induced in 
the mandibular first molars. After periods of 0, 2, 5, 7, 21, and 42 days, the animals 
were euthanized. The right hemi-mandibles were submitted to routine histotechnical 
processing, and the obtained slides were stained with hematoxylin and eosin (HE) for 
the description of the root canal contents description and apical and periapical 
regions (conventional microscopy) and histomorphometry of the area of periapical 
lesions (fluorescent mode microscopy). In addition, immunohistochemical reactions 
were performed to assess the presence/absence and location of the oxidizing 
enzymes myeloperoxidase (MPO) and inducible nitric oxide synthase (iNOS), and the 
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase (GR) and 
catalase (CAT). The left hemi-mandibles were submitted to processing for the qRT-
PCR technique and evaluation of mRNA expression of the same enzymes mentioned 
above. The Kruskal-Wallis test was performed for the morphometry data, followed 
by the Dunn post-test. The Kruskal-Wallis test and the Dunn and Mann-Whitney 
post-test were performed for immunohistochemical data. Both statistical analyses 
were performed using the GraphPad Prism 9 software. The ANOVA test was 
performed with a post-test with orthogonal contrast using the SAS/STAT® software 
for the gene expression data. Furthermore, Spearman's correlation test was 
performed to assess the degree of correlation between gene expression and the size 
of the periapical lesion. The significance level adopted for all analyzes was 5%. The 
results allowed us to conclude that, over time, the periapical lesion progressed. 
There was an increase in the gene expression of MPO, CAT, SOD, and GR enzymes 
on day 5 compared to the control group (p<0.05). iNOS gene expression increased 
on days 21 and 42 compared to the control (p<0.05). It was also possible to observe 
a moderate correlation between MPO and CAT (0.7), between iNOS and the 
periapical lesion (0.6), and a strong correlation between MPO and GR (0.8). In 
addition, the immunostaining of all enzymes was more intense in the chronic periods. 
However, only MPO had a difference between these groups and the control 
(p<0.05), and iNOS was higher at 5 days compared to 2 and 7 days (p<0.05) and at 
42 days, compared to 7 days (p=0.03). Thus, redox activity was increased in the 
initial periods of development of the periapical lesion.  In chronic lesions, there  
was  prolonged  exposure  of  ROS,  observed  by immunostaining. The increase 



 

in iNOS expression correlated with the size of the periapical lesions, and its 
marking at 42 days seems to be associated with bone and cemental 
destruction, suggesting the important role of redox activity as a defense mechanism 
and in the pathogenesis of periapical lesions. For the second proposed objective, 
evaluating the relationship between NETs and ROS in the development of periapical 
lesions, 42 wild-type mice (7 animals/experimental period) were used, with 
periapical lesions induced in the lower first molars. After 0, 2, 5, 7, 21, and 42 days, 
the samples were evaluated for the description of the root canal and the apical 
and periapical regions, histomorphometry of the area of periapical lesions, and 
count of the number of neutrophils. In addition, immunohistochemical reactions were 
performed to assess the colocalization of NET markers, neutrophil elastase (NE), 
and citrullinated histone 3 (H3Cit) and MPO and H3Cit. Additionally, NE and H3Cit 
gene expression was also evaluated by qRT-PCR. More neutrophils were observed in 
the 21 and 42 days, with a difference with the other groups (p<0.05). The 
formation of NETs was also increased in these periods (21 and 42 days), evidenced 
by the colocalization of both NE and H3Cit and MPO and H3Cit. After obtaining the 
results of both studies, it can be concluded that, during the development of the 
periapical lesion, oxidative stress, more significant activity of neutrophils, and 
formation of NETs can be evidenced, especially in the later periods of evaluation 
that correspond to chronic period, which may indicate the relationship between the 
formation of ROS and the release of NETs and its role in periapical tissue 
destruction. 
 
Keywords: oxidative stress, periapical lesion, extracellular neutrophil traps, reactive 
oxygen species. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Lesão periapical 

A formação e o desenvolvimento das lesões periapicais são decorrentes tanto 

da presença de micro-organismos, seus produtos e subprodutos no tecido pulpar, 
quanto do efeito da resposta de defesa do hospedeiro na tentativa de combater a 

infecção (Stashenko et al., 1990; 1998; Čolić et al., 2009; Galler et al., 2021). Os 
micro-organismos, que podem ganhar acesso à polpa dentária a partir de lesões de 

cárie, traumatismos ou restaurações insatisfatórias (Sasaki et al., 2004; Park et al., 
2015), estimulam reações inflamatórias por meio do sistema imunológico 

(Neelakantan et al, 2017; Karamifar et al., 2020; Galler et al., 2021; Silva, 2022). A 
permanência e disseminação da infecção para o sistema de canais radiculares, 

provocam reações imuno-inflamatórias persistentes e complexas, levando à necrose 
pulpar e destruição óssea nos tecidos periapicais (Čolić et al., 2009; Karamifar et al. 

2020; Cavalla et al., 2021; Galler et al., 2021; Goldman et al., 2021). Além disso, na 
necrose pulpar e lesão periapical há o predomínio de bactérias anaeróbias estritas 

(Rocha et al., 1998) e Gram-negativas, as quais possuem na sua parede celular 
lipopolissacarídeos (LPS), liberados após sua morte e multiplicação celular 

(Stashenko e Wang, 1992; Silva et al., 2002; Bezerra da Silva, 2018). O LPS induz 

uma resposta autodestrutiva, iniciando e exacerbando a resposta inflamatória e a 
reabsorção óssea (Safavi e Nichols, 1993; Bezerra da Silva, 2018; Paula-Silva et al., 

2020). 
A presença de componentes e produtos metabólicos microbianos no tecido 

pulpar estimula a primeira linha de defesa do organismo, a partir de células do 
sistema imune inato, como macrófagos, monócitos, neutrófilos, células dendríticas e 

epiteliais, que vai atuar detectando os micro-organismos invasores e promover uma 
cascata de eventos visando controlar e eliminar a infecção (Schroder e Tschop, 2010; 

Sun et al., 2020). Nesse contexto, Receptores de Reconhecimento de Padrões 
(PRRs), expressos por esses tipos celulares, identificam estruturas específicas 

comuns microbianas, denominadas de Padrões Moleculares Associados aos 
Patógenos (PAMPs) e componentes celulares alterados ou danificados, denominados 

Padrões Moleculares Associados a Danos (DAMPs) (Schroder e Tschop, 2010; 
Aberrazak et al., 2015; Fullard e O’Reilly, 2015; Galler et al., 2021; Li e Wu, 2021). 
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Dentre os PRRs mais conhecidos na ligação a patógenos e iniciação da resposta 

inflamatória, se destacam os diversos receptores do tipo toll-like (TLRs). O TLR-4 que 
é expresso na superfície celular reconhece padrões microbianos como o LPS, 

presente nas lesões periapicais (Iwasaki e Medzhitov, 2004; Galler et al., 2021; Li e 
Wu, 2021). 

A partir do reconhecimento da infecção, os PRRs atuam como transdutores 

de sinais, ativando a resposta de defesa do hospedeiro por meio do sistema imune 

inato e adaptativo. Essa ativação consiste na produção de moléculas de sinalização 
extracelular, que medeiam o recrutamento de mais células imunes para o local da 

infecção (Schroder e Tschop, 2010; Alberts et al., 2014; Sun et al., 2020). Essas 
moléculas sinalizadoras podem ser prostaglandinas, quimiocinas, citocinas como o 

fator de necrose tumoral (TNF-α) e várias interleucinas (IL) como IL-1β, IL-6, IL-8 

IL-12 e IL-17. A resposta inflamatória depende também de alterações dos vasos 
sanguíneos, que se dilatam e se tornam permeáveis aos fluídos e às proteínas, as 

quais se acumulam e auxiliam na defesa (Alberts et al., 2014; Abdulkhaleq et al., 
2018; Ou et al., 2021). Paralelamente a isso, as células endoteliais dos vasos 

sanguíneos são estimuladas pelos mediadores pró-inflamatórios advindos das células 
do hospedeiro ou dos patógenos associados a expressar proteínas de adesão, que 

promovem ligação e posterior escape de leucócitos para o meio extravascular, por 
meio da diapedese. Essas células se acumulam no foco da infecção e são ativadas 

para eliminar o agente agressor e também secretar mais mediadores inflamatórios 
(Delves e Roitt, 2000; Alberts et al., 2014; Abdulkhaleq et al., 2018), orquestrando a 

intensidade e a duração da reação imuno-inflamatória (Roescher et al., 2009; Xiong 
et al., 2019; Zivanovic et al., 2021). Essas respostas não discriminam alvos, gerando 

danos também ao hospedeiro. Por isso, as respostas inflamatórias intensas 
prolongadas ou ineficientes, com a persistência da infecção bacteriana, torna o 

processo inflamatório crônico, contribuindo para dano e morte tecidual (Mittal, et 
al.,2014; Arulselvan et al., 2016; Panigrahy et al., 2021). 

A resposta do hospedeiro não alcança os micro-organismos disseminados 

pelo sistema de canais radiculares, resultando em uma inflamação crônica. Logo, a 
necrose pulpar e destruição dos tecidos periapicais observadas durante o 

desenvolvimento das lesões periapicais também estão relacionados às respostas de 
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defesa do hospedeiro (Nair et al., 2004; Duncan e Cooper, 2020; Galler et al., 2021). 

Por esse motivo, o entendimento da contribuição desses mecanismos de defesa na 
progressão das lesões periapicais é de extrema importância. 

 
1.2 Neutrófilos e Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos 

Os primeiros leucócitos recrutados para o local infectado são os neutrófilos, 

pois são atraídos rapidamente pelo gradiente químico formado por endotoxinas e 

mediadores liberados pelos patógenos no local da infecção (Kolaczkowska e Kubes, 
2013; Zawrotniak e Rapala-Kozi, 2013; Liew e Kubes; 2019; Burn et al., 2021). Os 

neutrófilos, também chamados de granulócitos polimorfonucleares (PMN), possuem 
meia-vida curta circulantes no sangue e atuam durante a inflamação aguda, 

eliminando patógenos e orquestrando outras células do sistema imune. Entretanto, a 
ativação contínua durante a inflamação, por meio de citocinas e produtos 

bacterianos, permite uma longevidade aumentada de neutrófilos no local da 
infecção. Diante disso, trabalhos recentes mostraram que os neutrófilos podem ter 

funções mais complexas, além do seu papel na infecção aguda, exercendo funções 
chave no sistema imune adaptativo (Kolaczkowska e Kubes, 2013; Liew e Kubes, 

2019; Rosales, 2020; Singhal e Kumar, 2022). 
A eliminação de patógenos por neutrófilos está relacionada a diversos 

mecanismos antimicrobianos decorrentes de seus componentes celulares, como 
peptídeos antimicrobianos, enzimas proteolíticas e produção de espécies reativas de 

oxigênio (Reactive Oxygen Species - ROS) e de nitrogênio (Reactive Nitrogen Species 
- RNS) (Alberts et al., 2014; Burn et al., 2021). Os neutrófilos podem realizar 

a fagocitose, processo que ocorre a partir da ligação da superfície das células 
fagocíticas ao patógeno e sua internalização em vesículas chamadas de fagossomos. 

O fagossomo se funde com os grânulos lisossomais, que liberam sobre o patógeno, 
peptídeos antimicrobianos, enzimas lisossomais e ROS e RNS, para sua morte 

intracelular (Alberts et al., 2014; Galli et al., 2011; Uribe-Querol e Rosales, 2020; 

Burn et al., 2021). Além disso, também podem combater os patógenos por sua 
degranulação intra e extracelular, liberando ROS, RNS e proteínas 

antimicrobianas (AMPs) (Häger et al., 2010; Burn et al., 2021). 
Um mecanismo de defesa adicional dos neutrófilos é a liberação de uma 
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barreira física para aprisionar e matar os micro-organismos, chamada de Armadilhas 

Extracelulares de Neutrófilos (Neutrophils Extracelullar Traps – NETs) (Amulic et al., 

2012; Papayannopoulos, 2018). As NETs resultam na liberação de redes/fitas de DNA 

associadas a ROS, peptídeos nucleares, como as histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) e 
proteínas granulares, como elastase de neutrófilos (NE), mieloperoxidase (MPO), 

catepsina G, enzima proteinase-3 (PR3), lisozima C, lactoferrina, defensinas, 
calprotectina e gelatinase (Brinkmann, 2018; Burgener e Schroder, 2020; Tan et al., 

2021). Essas redes aprisionam e imobilizam os patógenos, evitando sua 
disseminação e exercem atividade antimicrobiana por meio da ação de alguns de 

seus componentes (Burgener e Schroder, 2020). A MPO, por exemplo, libera o ácido 
hipocloroso (HOCl), que é uma espécie reativa de oxigênio, a qual atua como agente 

microbicida e a NE rompe a membrana bacteriana (Pu et al., 2016). Logo, as NETs 
possuem como função principal a resolução de infecções a partir da morte de micro-

organismos (Brinkmann, 2018) e a regulação da resposta inflamatória (Hidalgo et al., 

2022). A Figura 1 esquematiza a formação de NETs como resposta dos neutrófilos 
frente a patógenos durante a infecção. 

 
Figura 1. Ilustração da formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos na presença de 
bactérias, fungos e vírus. Destaque para os componentes das redes de DNA das NETs. 

 
Fonte: autoria própria. 

Diversos trabalhos têm objetivado elucidar os mecanismos de formação das 
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NETs em respostas a diferentes estímulos que provocam eventos de sinalização 

distintos e se traduzem em mudanças morfológicas dos neutrófilos (Pilsczek et al., 
2010; Yipp et al., 2012; Douda et al., 2015; Kenny et al., 2017; Thaim et al., 2020; 

Huang et al., 2022). Esses eventos de sinalização podem ser por meio da ativação de 
receptores de superfície, gerando mudança na concentração de cálcio intracelular, 

ativação de cascatas de sinalização de quinases e produção de ROS ou ainda por 

meio de toxinas bacterianas e ROS, sem ativar os receptores de superfície (Thaim et 
al., 2020). Assim, a liberação de NETs pode ocorrer por diferentes vias, dependendo 

do estímulo indutor. 
A primeira via descrita e predominante é a NETose suicida ou lítica, a qual 

induz a ativação do complexo enzimático NADPH oxidase, que catalisa a liberação e 
transferência de elétrons da NADPH para o oxigênio molecular gerando o ânion 
superóxido (O2-), um tipo de ROS que é convertido posteriormente em várias outras 

espécies reativas (Brinkmann et al., 2004; Palmer et al., 2012; Burgener e Schroder, 
2020; Hidalgo et al., 2022; Block et al., 2022). A formação de ROS ativa a liberação 

das enzimas mieloperoxidase (MPO) e elastase de neutrófilo (NE) dos grânulos 

azurófilos, as quais se deslocam para o núcleo e inativam por clivagem as histonas, 
promovendo o relaxamento da cromatina e descondensação do DNA 

(Papayannopoulos et al., 2010; Björnsdottir et al., 2015; Castanheira e Kubes, 2019). 
Além disso, as ROS promovem um aumento no influxo de cálcio, ativando a enzima 

peptidilarginina deiminase 4 (PAD4), que atua citrulinando as histonas, provocando a 
descondensação do DNA celular (Burgener e Schroder, 2020; Tan et al., 2021). 

Posteriormente, a membrana nuclear se decompõe e a cromatina, descondensada e 
agora no citosol, interage com enzimas citoplasmáticas, seguida da lise da 

membrana plasmática e liberação das NETs (Papayannopoulos et al., 2010; 
Björnsdottir et al., 2015; Burgener e Schroder, 2020). Esses últimos processos de 

rompimento da membrana plasmática e liberação de NETs para o espaço extracelular 
são mediados pela enzima Gasdermina D (GSDMD), ativada por meio da clivagem 

por NE, o que resulta na morte dos neutrófilos (Brinkmann et al., 2004; Fuchs et al., 
2010; Sollberger et al., 2018; Hidalgo et al., 2022), uma morte celular, que difere da 

apoptose e necrose (Brinkmann et al., 2004; Fuchs et al., 2010; Castanheira e 
Kubes, 2019; Burgener e Schroder, 2020). 



Introdução | 24 
 

Adicionalmente, foi descrito um outro mecanismo de liberação de NETs, 

como uma estratégia antimicrobiana mais rápida e que possibilita a viabilidade dos 
neutrófilos, os quais continuam desempenhando suas funções como migração e 

fagocitose enquanto liberam as NETs (Pilsczek et al., 2010; Yipp et al., 2012; Boeltz 
et al., 2019; Rosazza et al., 2021; Block et al., 2022). Esse processo procedeu da 

sinalização de cálcio e consequentemente ativação da PAD4, que permite a 

citrulinação das histonas para mediar a descondensação do DNA (Souza et al., 2018; 
Vorobjeva e Chernyak, 2020). A cromatina descondensada juntamente com as 

enzimas foram liberadas sem rompimento do núcleo, por meio de vesículas nucleares 
que se transportam para a membrana plasmática, onde a cromatina é externalizada 

sem torná-la permeável, possibilitando que os neutrófilos permaneçam viáveis. 
(Castanheira e Kubes, 2019; Burgener e Schroder, 2020). A forma de ativação dessa 

via de liberação vital de NETs ainda não está totalmente elucidada, entretanto, foi 
observado que ela não depende da liberação de NADPH oxidase, como ocorre na 

NETose suicida (Pilsczek et al., 2010; Douda et al., 2015; Hidalgo et al., 2022). Outra 
diferença é que ainda que a NETose suicida foi acompanhada de citrulinação de 

histonas dependente de PAD4, ela pode ser dispensável para a extrusão de NETs, 
visto que a NE também atua descondensando o DNA (Claushuis et al., 2018; 

Guiducci et al., 2018; Burgener e Schroder, 2020). Já na liberação vital de NETs, a 
ação da PAD4 parece essencial (Lewis et al., 2015; Burgener e Schroder, 2020). 

Mais recentemente alguns poucos estudos têm descrito, ainda, a extrusão de 
NETs por meio da sinalização não canônica do inflamassoma (Chen et al., 2018; 

Burgener e Schroder, 2020). Os inflamassomas atuam como sensores para bactérias 

presentes no citosol e ativam proteínas efetoras conhecidas como caspases, que 
induzem uma morte celular programada chamada de piroptose. No entanto, quando 

avaliada a presença microbiana no citosol de neutrófilos, foi observada a ativação da 
caspase-11, envolvida na ativação do inflamassoma não canônico, levando à 

clivagem de GSDMD e morte celular com características de NETose. Pois, a liberação 
de NETs por essa via, assim como nas outras, apresentou extrusão de DNA, co- 

localização de DNA-MPO e citrulinação de histonas, porém ocorreu independente da 
atividade de NE ou MPO, pois os poros nucleares permitiram que a caspase 

acessasse a cromatina degradando as histonas (Chen et al., 2018; Sollberger et al., 
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2018). Além disso, a enzima PAD4 pode atuar na citrulinação das histonas, mas não 

é essencial para essa via (White et al., 2016; Chen et al., 2018; Burgener e Schroder, 
2020). 

Embora as NETs sejam liberadas com o objetivo principal de eliminar micro- 
organismos por meio da ação de seus componentes citotóxicos e oxidantes 

(Brinkmann, 2018; Liew e Kubes, 2019), as armadilhas podem também gerar danos 

colaterais às células do hospedeiro uma vez que as proteases, proteínas citotóxicas e 
ROS associadas aos prolongamentos dos neutrófilos também podem funcionar como 

DAMPs no meio extracelular, promovendo a liberação de mediadores pró- 
inflamatórios e o recrutamento de mais células imunes, amplificando a resposta 

inflamatória (Fousert et al., 2020; Singhal e Kumar, 2022). Esses componentes 
citotóxicos podem atuar, ainda, como autoantígenos, desencadeando a produção de 

autoanticorpos, o que pode promover o desenvolvimento de doenças autoimunes 
(Castanheira e Kubes, 2019; Hidalgo et al., 2022; Huang e O'Sullivan, 2022). 

Diante disso, vários estudos demonstraram que o influxo sustentado de 

neutrófilos e liberação persistente de NETs está relacionado a várias doenças, como 

lúpus eritematoso (Hakkim et al., 2010; Wirestam et al., 2020; Fresneda et al., 2021; 

Wang et al.,2022), vasculite de pequenas veias (Kessenbrock et al., 2009; Bergqvist 

et al., 2019; Fousert et al., 2020; Chen et al., 2022), sepse (Clark et al., 2007; Meng 

et al., 2012; Denning et al., 2019; Silva et al., 2021; Zhang et al., 2023), artrite 

reumatóide (Chapman et al., 2019; Fresneda et al., 2021; Cheng et al., 2022; Pan et 

al., 2023), lesões pulmonares (Narasaraju et al., 2011; Lefrançais et al., 2018; Uddin 

et al., 2019; Scozzi et al., 2022) e outras condições inflamatórias (Parker et al., 

2012; Euler et al., 2019; Huang et al., 2020; Lai et al., 2023). Foi observado que as 

NETs também possuem funções na progressão, metástase e recidiva do câncer 

(Masucci et al., 2020; Herre et al., 2023). 

Adicionalmente, desde a declaração da Organização Mundial da Saúde que 

decretou a pandemia pelo novo coronavírus, tem sido estudada a participação das 

NETs na gravidade das lesões em diferentes órgãos acometidos por essa infecção 

viral (Barnes et al., 2020; Middleton et al., 2020; Tomar et al., 2020; Szturmowicz et 
al., 2021; Zhang et al., 2022; Zhao et al., 2022; Root-Bernstein, 2023). O aumento 

da formação das NETs durante o curso do COVID-19 tem potencial deletério para 
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células epiteliais pulmonares (Veras et al., 2020), possuindo papel principal na 

gravidade da síndrome do desconforto respiratório agudo, manifestações renais, 
inflamatórias sistêmicas (Guéant et al., 2021; Al-Kuraishy et al., 2022) e 

cardiovasculares após a doença (McCarthy et al., 2021; Zhang et al., 2022). Devido a 
expressiva atribuição das NETs nessas condições, podem ser um potencial alvo 

terapêutico (Tan et al., 2021; Mutua et al., 2021; Al-Kuraishy et al., 2022; Zhao et 

al., 2022). 
Na Odontologia, alguns estudos relacionaram a formação das NETs com a 

inflamação periodontal, podendo estar associada à gravidade da doença periodontal 
(White et al., 2016; Vitkov et al., 2017; Kumar et al., 2018; Kaneko et al., 2018; 

Magán-Fernández et al., 2019, 2020; Moonen et al., 2020; Vitkov et al., 2021; Wang 
et al., 2021). A formação de NETs em pacientes com periodontite esteve associada a 

parâmetros clínicos sistêmicos, estabelecendo uma possível ligação entre 
periodontite e artrite reumatóide (Oliveira et al., 2021), assim como do efeito 

deletério da periodontite para o curso grave da COVID-19 (Vitkov et al., 2022). Além 
disso, um estudo mostrou que metacrilatos presentes nas resinas compostas, como o 

dimetacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA), o dimetacrilato de uretano (UDMA) e o 

dimetacrilato de bisfenol A glicol (Bis-GMA) exerceram um efeito pró-inflamatório nos 
neutrófilos, estimulando a liberação NETs (Alizadehgharib et al., 2020). 

Na Endodontia, Cooper et al. (2017) relataram a relevância de avaliar as 

NETs e seus componentes como novos marcadores para o prognóstico de patologias 
pulpares, bem como determinar seus níveis na infecção pulpar para direcionar novas 

formas de gerenciamento da doença. Ainda, foi realizado um estudo avaliando a 
influência das NETs na polpa dental infectada e a relação de seus componentes com 

as respostas das células pulpares. Observou-se que as NETs possuem um importante 
papel na patogênese das doenças pulpares, como injúrias e efeitos inflamatórios 

crônicos nas células da polpa, contribuindo para sua progressão. Além disso, 
concluíram que os NETs e as histonas podem atuar como novos marcadores e/ou 

alvo terapêuticos para patologias pulpares (Holder et al., 2019). Mais recentemente, 
Duncan e Cooper, em 2020, reforçaram que as NETs estão presentes na polpa 

dentária, como mecanismo de defesa, mas sua liberação pode exacerbar a 
inflamação e iniciar a morte celular pulpar. Recentemente, um estudo demonstrou a 
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expressão de armadilhas extracelular de neutrófilos, por meio de imunofluorescência 

da histona citrulinada 3 (H3Cit) e da mieloperoxidade (MPO) em lesões periapicais 
induzidas experimentalmente no contexto de avaliação do querubismo, uma 

desordem genética inflamatória óssea caracterizada pelo aparecimento de lesões 
fibrocísticas nos maxilares (Fujii et al., 2021). Além disso, dentes com pulpite 

irreversível assintomática apresentaram número aumentado de neutrófilos no tecido 

pulpar, os quais a maioria apresentava morfologia semelhante às NETs (Contreras et 
al., 2023). 

Um estudo do nosso grupo de pesquisa avaliou a participação das armadilhas 
extracelulares de neutrófilos durante a formação e progressão de lesões periapicais 

em camundongos. Os resultados deste estudo permitiram evidenciar a presença das 
armadilhas extracelulares de neutrófilos nas lesões periapicais, especialmente nos 

períodos tardios de avaliação, concomitantemente com maior número de neutrófilos. 
Adicionalmente, as proteínas PAD4 e CTSG também estiveram presentes durante a 

progressão  da  lesão  periapical,  sugerindo  ação  na  degradação  tecidual, 
potencializando a resposta inflamatória e a progressão da lesão periapical (Massoni, 

2023). 

 
1.3 Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

Espécies reativas são compostos químicos, como moléculas, íons ou radicais 

livres, altamente instáveis e reativos, os quais podem ser derivados de oxigênio 

(ROS) e de nitrogênio (RNS). Os radicais livres tendem a ligar o elétron não pareado, 

na sua última camada, com outros de moléculas ou estruturas próximas, 
comportando-se como agentes oxidantes. Já as espécies que não são radicais livres 

são facilmente convertidas em radicais altamente reativos (Dickson e Zhou, 2020; 
Herb e Schramm, 2021). Devido a sua natureza, as espécies reativas promovem uma 

cascata de transição de uma espécie para a outra (Brieger et al., 2012; Lorenzen et 
al., 2017; Mullen et al., 2020; Sies e Jones, 2020). 

As ROS e RNS são geradas em processos fisiológicos controlados para 
exercerem seu papel essencial na manutenção de diversas funções celulares, como 

produção de energia, defesa contra patógenos invasores, sinalização celular, atuando 
no crescimento, diferenciação e morte das células e na expressão de genes, 
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auxiliando as células a se adaptarem e a sobreviverem em condições de stress 

causadas por estímulos bioquímicos, fisiológicos e patológicos (Finkel, 2011; 
Dandekar et al., 2015; Senoner e Dichtl, 2019; Tauffenberger e Magistretti, 2021; 

Sies et al., 2022). Portanto, essas espécies reativas são produzidas em processos 
metabólicos celulares, ou ainda em resposta a patógenos e a citocinas inflamatórias 

(Herb e Schramm, 2021). 

Como já mencionado, ao ser detectado um patógeno ou dano tecidual o 

organismo estimula reações inflamatórias, como um processo protetor, com o 
objetivo de eliminar a infecção ou tecido danificado e promover o reparo. Essas 

reações imuno-inflamatórias são conduzidas pelo aumento da formação de ROS/RNS 
pelas células imunes, sendo de extrema importância para o início, progressão e 

término dos processos inflamatórios (Lorenzen et al., 2017; Mullen et al., 2020). As 

primeiras células recrutadas para o local da infecção atuam de forma rápida, 
realizando a fagocitose dos micro-organismos invasores, como mecanismo de defesa 

do sistema imune inato. As ROS são produzidas nas células fagocíticas em 

umprocesso conhecido como explosão oxidativa (oxidative burst), pelo complexo 

enzimático NADPH oxidase, que produz O2- (Yang et al., 2013; Al-Sharid, 2021). A 

enzima óxido nítrico sintase (iNOS), também pode estar envolvido no oxidative burst, 
tem sua expressão aumentada por citocinas e estímulos inflamatórios, e atua 
reduzindo o oxigênio molecular (O2) em óxido nítrico (NO) e H2O (Marrocco et al., 

2017; Checa e Aran, 2020; Juan et al., 2021). O NO é uma importante espécie 
reativa, que é o substrato primário do O2- e a reação entre eles dá origem ao 

peroxinitrito (ONOO-), altamente reativo e que possui forte atividade antimicrobiana 
(Arreiros et al., 2006; Thomas, 2015; Checa e Aran, 2020). Ainda, o O2- sofre 

dismutação em peróxido de hidrogênio (H2O2) e na presença dessa ROS, a enzima 

mieloperoxidase (MPO) oxida substratos como o Cl-, formando ácido hipocloroso 
(HOCl), um potente oxidante e agente antimicrobiano (Aratani, 2018; Al-Shehri, 

2021). As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio são as principais responsáveis 
pela atividade antimicrobiana, pois essas reações redox causam danos irreversíveis e 

inespecíficos em biomoléculas celulares vitais do patógeno (Arreiros et al., 2006; Al- 
Shehri, 2021). 

Além de apresentarem funções na defesa do hospedeiro eliminando 
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patógenos, as ROS e RNS coordenam outros mecanismos, a partir da modificação de 

proteínas, lipídios, receptores de membrana e canais iônicos, atuando como 
moléculas sinalizadoras, regulando vários fatores de transcrição e os papéis 

fenotípicos e funcionais das células (Yang et al., 2013; Lorenzen et al., 2017; Checa 
e Aran, 2020). Deste modo, a formação de ROS/RNS estimula importantes vias de 

sinalização, amplificando a resposta inflamatória (Chatterjee et al., 2016). Além 

disso, altera o metabolismo dos neutrófilos, levando à fagocitose ou ao processo de 
NETose e formação de NETs (Fokam e Hoskin, 2020; Hidalgo et al., 2022). As 

espécies reativas também ativam as células dendríticas a iniciar a resposta imune 
específica ao antígeno (Yang et al., 2013; Morris et al., 2022) e regulam o 

metabolismo das células T (Franchina et al., 2018; Lin et al., 2021). Nos macrófagos, 
até então não foi elucidado o mecanismo ao certo, mas foi demonstrado que 

formação do inflamassoma NLRP3 por essas células envolve e requer a regulação 
redox (Zhou et al., 2010; Herb e Schramm, 2021). Ainda, influencia a polarização de 

macrófagos em fenótipos M1 (pró-inflamatório) e M2 (anti-inflamatório) (Xu et al., 
2016; Morris et al., 2022). Dentre os fatores de transcrição sensíveis a alterações 

redox, estão o fator nuclear-kB, estimulando a produção de moléculas pró- 
inflamatórias e o fator nuclear 2 relacionado ao eritróide 2 (Nrf2), estimulando 

moléculas anti-inflamatórias (Morgan e Liu, 2011; Kovac et al., 2015; Checa e Aran, 
2020). Logo, durante a inflamação, o aumento de ROS e RNS está relacionado com a 

sinalização celular e eliminação de células alteradas ou infectadas, contribuindo para 
a resolução da inflamação (Fokam e Hoskin, 2020). 

Entretanto, o excesso de ROS e RNS produzido durante a resposta 

inflamatória e a exposição por períodos prolongados de células e tecidos a essas 
espécies podem levar a amplificação da inflamação e causar danos associados à 

inflamação crônica (Arulselvan et al.,2016; Banerjee et al., 2020; Sun et al., 2020). 
Por isso, evidências crescentes indicam a importância dos sistemas de regulação 

redox das células durante o processo inflamatório, que incluem tanto as ROS e RNS, 
como também componentes antioxidantes, como as enzimas superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT), peroxiredoxina (Prx), glutationa peroxidase (GSH-Px) e 
glutationa redutase (GR) (Arulselvan et al.,2016; Senoner e Dichtl, 2019; Meng et 

al., 2021; Tanable et al., 2022; Sies et al., 2022). Os antioxidantes são produzidos 
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pelo organismo e também participam das reações redox reduzindo a formação das 

espécies reativas para manutenção de seus níveis adequados, essenciais para as 
diversas funções celulares (Finkel, 2011; Dandekar et al., 2015; Senoner e Dichtl, 

2019; Tauffenberger e Magistretti, 2021; Sies et al., 2022). 
A desregulação ou interrupção na produção de compostos oxidantes e na 

atuação dos sistemas de defesa antioxidante a favor da uma produção exagerada de 

ROS e RNS resulta no stress oxidativo (Hrycay e Bandiera, 2015; Kattoor et al., 
2017), promovendo a oxidação de biomoléculas, incluindo proteínas, lipídeos e DNA, 

desencadeando alterações em funções celulares e danos teciduais (Fois et al., 2018; 
Daenen et al., 2019; Sies et al., 2022). 

Em situações patológicas, as ROS e RNS são produzidas em quantidades 

excessivas, estimulando moléculas pró-inflamatórias (Checa e Aran, 2020). Por isso, 
o stress oxidativo foi relacionado a uma variedade de doenças inflamatórias, 

desempenhando papel importante em doenças cardiovasculares (García et al., 2017; 
Kattor et al., 2017; Ndeprepa, 2019; Senoner e Dichtl, 2019; Steven et al., 2019; 

Chang et al., 2020; Donia e Khamis, 2021; Krzemińska et al., 2022; Hou et al., 
2023), diabetes mellitus (Pitocco et al., 2013; Ighodaro, 2018; Rendra et al., 2019; 

Yaribeygi et al., 2020; Ramos-Riera et al., 2023), lesões pulmonares (Fois et al., 
2018; Xu et al., 2020; Zuo e Wijegunawardana, 2021; Barnes, 2022), doenças 

autoimunes (Shah e Sinha, 2013; Smallwood et al., 2018; Wójcik et al., 2021; He et 
al., 2022), além de estar envolvido no desenvolvimento de lesões cerebrais 

degenerativas (Crotty et al., 2017; Feitosa et al., 2018; Martínez et al., 2019, Picca et 
al., 2020; Ikawa et al., 2021; Li et al., 2023). Adicionalmente, o stress oxidativo tem 

sido considerado um importante fator no desenvolvimento de tumores, assim como 
sua regulação está relacionada à resposta a terapias anti-tumorais (Gorrini et al., 

2013; Kudryavtseva et al., 2016; Poprac et al., 2017; Hu et al., 2021; Rosini e 

Pollegioni, 2022). Alguns trabalhos também relataram o papel das ROS em doenças 
ósseas, como a osteoporose, visto que seus altos níveis atuam favorecendo a 

osteoclastogênese induzida por RANKL e reabsorção óssea (Wauquier et al., 2009; 
Bai et al., 2005; Lee et al., 2005; Domazetovic et al., 2017; Agidigbi e Kim, 2019; 

Kimball et al., 2021). Ainda, estudos investigaram o papel das ROS na COVID-19, 
pois seus níveis elevados estiveram relacionados a formação excessiva de NETs, 
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inflamação e destruição tecidual em paciente infectados, apoiando a participação do 

stress oxidativo nos casos graves, pelo aumento do estado inflamatório e da 
produção de citocinas (Schönrich et al., 2020; Mingoti et al., 2022), podendo o stress 

oxidativo sinalizar o alto risco da sua gravidade no início da doença (Laforge et al., 
2020). Portanto, vários estudos têm explorado novos caminhos para abordagens 

terapêuticas, com substâncias que mantenham a homeostase redox (de Las Heras et 

al., 2020; Silvagno et al., 2020; Forman e Zhang, 2021; Vollbracht e Kraft, 2022). 
A Figura 2 ilustra, resumidamente, os principais fatores que influenciam o 

stress oxidativo, além de seus principais efeitos. 
 
Figura 2. Ilustração dos efeitos nocivos do stress oxidativo nos processos celulares e suas principais 
consequências. 

Fonte: autoria própria. 
 

 

O conhecimento das fontes que causam stress oxidativo pode não só 
prevenir doenças sistêmicas como também doenças bucais, pois a cavidade oral é 

exposta a vários fatores que promovem a produção exacerbada de ROS (Żukowski 
et al., 2018; Sczepanik et al., 2022; Shetty et al., 2022). Diferentes patologias da 

mucosa oral como líquen plano, estomatite aftosa recorrente, pênfigo vulgar, 

leucoplasia e o câncer oral apresentam aumento das ROS e menor atividade do 
sistema antioxidante (Sardaro et al., 2019). Strycharz-Dudziak et al. (2020) 
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observaram em pacientes com câncer de orofaringe que tumores menos 

diferenciados e com maiores dimensões estavam relacionados a uma menor 
atividade das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px. Além disso, a coinfecção do 

vírus do papiloma humano (HPV) e Epstein-Barr (EBV) também mostrou níveis 
diminuídos dessas enzimas quando comparados à infecção única desses vírus nesses 

pacientes. As ROS também estão presentes em grandes concentrações na doença 

periodontal, podendo estar envolvida no seu estabelecimento e progressão (Acquier 
et al., 2017; Tóthová et al., 2017; Wang et al., 2017; Li et al., 2018; Chen et al., 

2019). Além disso, a periodontite agressiva e algumas doenças associadas à doença 
periodontal grave também estão relacionadas ao stress oxidativo, o que favorece a 

sua gravidade e que pode ser utilizado como alvo terapêutico (Sczepanik et al., 
2020; Bhagat et al., 2021; Palathingal et al., 2022). Yu et al. (2022) demonstraram 

resultados promissores ao utilizar um nanomaterial antioxidante, que possui alta 
atividade de SOD e CAT, em um modelo de periodontite em ratos, suprimindo a 

perda óssea e diminuindo a inflamação. 
Ainda, no tecido pulpar, as ROS também são encontradas, produzidas em 

níveis fisiológicos, e mediadas por células dentárias para promover reparo. Porém, 

em níveis elevados, possuem efeitos deletérios que promovem a morte celular pulpar 
ou necrose desse tecido (Duncan e Cooper, 2020; Gallorini et al., 2021; Zhang et al., 

2021). Alguns estudos mostraram a participação do stress oxidativo no 
desenvolvimento de lesões periapicais (Inchingolo et al., 2013; Hernández-Ríos et 

al., 2017; Jakovljevic et al., 2018; Loureiro et al., 2021; Zivanovic et al., 2021; 
Loureiro et al., 2022), estando associado à dor e reabsorção óssea (Vengerfeldt et 

al., 2017). Nesse contexto, um estudo demonstrou a ação promissora do 
medicamento dioscina, de ação antioxidante, no controle da periodontite apical 

refratária, uma vez que estimulou, in vivo, a osteogênese de pré-osteoblastos por 
meio da inibição das ROS (Yin et al., 2020). Adicionalmente, um estudo recente 

demonstrou, por meio de análise proteômica, menores níveis de proteínas 
relacionadas ao stress oxidativo em abscessos apicais agudos em comparação a 

amostras de dentes com periodontite apical crônica (Loureiro et al., 2022). 
Outros trabalhos evidenciaram que o stress oxidativo na lesão periapical 

pode estar associado a doenças sistêmicas, causando consequências generalizadas 
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(Inchingolo et al., 2013; Hernández-Ríos et al., 2017; Tibúrcio-Machado et al., 2021; 

Dos Santos et al., 2023) uma vez que a presença de lesão periapical influenciou o 
balanço oxidante e antioxidante no coração, pâncreas, fígado e rins em um estudo 

com ratos (Barcelos et al. 2020). Além disso, Tsosura et al. (2021) observaram que a 
periodontite apical materna ocasionou, na sua prole adulta, alterações no sistema 

antioxidante e menor sensibilidade à insulina. Outro trabalho demonstrou, ainda, que 

as lesões pulpares associadas ao diabetes poderiam ter como causa o dano oxidativo 
mitocondrial (Wu et al., 2022). Nesse contexto, recentemente Loureiro et al. (2022) 

avaliaram a expressão de proteínas em amostras do canal radicular de dentes com 
periodontite apical assintomática, de pacientes com diabetes tipo 2 e de pacientes 

não comprometidos sistemicamente. Esses autores puderam evidenciar que, embora 
as proteínas relacionadas ao stress oxidativo, como a MPO, peroxiredoxinas, 

eosinófilo peroxidase e gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase foram observadas em 
ambos os grupos, estas estiveram maior expressão nos pacientes diabéticos. 

Diante do exposto, considerando evidências científicas da participação do 
stress oxidativo no desenvolvimento da lesão periapical, uma revisão sistemática 

destacou a importância de um melhor entendimento da relação das ROS na 
patogênese dessas lesões e o estabelecimento de ferramentas de diagnóstico mais 

eficazes, além de alvos terapêuticos voltados para o restabelecimento do equilíbrio 
oxidativo (Georgiou et al., 2021). Para isso, é necessária uma melhor compreensão 

da dinâmica e do efeito das respostas oxidantes e antioxidantes ao longo da 
formação da lesão periapical. Entretanto, até o momento, nenhum trabalho realizou 

a caracterização de enzimas redox durante a gênese e o desenvolvimento da lesão 

periapical. 

 
1.4 Relação entre as Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) e as Armadilhas 

Extracelulares de Neutrófilos (NETs) 

Dado o papel das ROS e NETs na resposta imuno-inflamatória e visto que as 

ROS podem estimular a liberação de NETs, seja por meio da sua formação pela 

NADPH oxidase ou por meio de ROS mitocondrial (Douda et al., 2015; Dunn et al., 
2015; Al-Shehri; 2021), ou ainda por meio da liberação de ROS pelos próprios micro- 

organismos (Kenny et al., 2017), diferentes trabalhos têm avaliado a ação dessas 
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estruturas no processo inflamatório com repercussão sistêmica e sua associação 

(Fuchs et al., 2007; Stojkov et al., 2017; Kenny et al., 2017; Schonrich et al., 2020; 
Ye et al., 2021; Wang et al., 2021; Huang et al., 2022; Zu et al., 2022). Dinauer et 

al. (2005), mostraram que a deficiência de NOX2 e consequentemente ausência de 
produção eficiente de ROS, principal fator na doença granulomatosa (DGC), esteve 

relacionada à maior propensão a infecções bacterianas repetidas e inflamação 

crônica. Outro estudo mostrou que a formação de H2O2 foi eficiente para promover a 

liberação de NETs e após a utilização da enzima catalase, a qual remove o H2O2 pela 

sua conversão em água e dióxido de oxigênio, houve inibição da liberação de NETs. 

Porém, um inibidor de catalase, o 3-aminotriazole (3-AT) aumentou a liberação 

de NETs, por meio da elevação dos níveis de H2O2 disponíveis (Fuchs et al., 2007). 

Foi avaliado também o efeito da curcumina, importante redutor de ROS e ativador da 

via de sinalização antioxidante, sob a formação de NETs in vitro, estimulada com 

éter difenílico polibromado, e a curcumina impediu a formação de NETs via inibição 

de ROS (Ye et al., 2021). Outro agente redutor de ROS, o piruvato de etila, reduziu a 
liberação de NETs durante a sepse, atenuando também a resposta inflamatória 

sistêmica e a disfunção da barreira epitelial (Wang et al.,2021). Ainda durante a 
sepse, o zingerone, substância antioxidante, apresentou efeito protetor por promover 

inibição da formação de NETs devido a inibição de ROS por meio da via Nrf2 (Zhu et 
al., 2022). 

Com relação à associação entre ROS e NETs na Odontologia, foi visto que a 
bactéria Porphyromonas gingivalis induziu grande quantidade de ROS em neutrófilos 

e que a principal resposta dos neutrófilos a esse patógeno foi a fagocitose, embora 
as NETs possam ter um papel secundário (Jayaprakash et al., 2015). Foi observado 
que esse patógeno pode ter a capacidade de degradar NETs, o que reflete na sua 
formação reduzida, favorecendo à invasão microbiana do P. gingivalis no tecido 

(Mikolai et al., 2020). Outro estudo avaliou a expressão de ROS e NETs a partir de 
neutrófilos isolados do sangue periférico estimulados com 19 bactérias 
periodontopatogênicas. Foi observada, também, a expressão de proteínas como 
elastase, mieloperoxidase e catepsina G. Níveis elevados de NETs e ROS foram 

encontrados decorrentes de micro-organismos como Veillonella parvula e 

Streptococcus gordonii. Ainda, foi observado que as NETs aprisionaram todas as 
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bactérias testadas, mas não foram capazes de destruí-las. Os inibidores de 
receptores não mostraram efeitos na liberação de NETs e ROS, o que sugere uma 
variabilidade da resposta dos neutrófilos a diferentes tipos bacterianos, podendo 
contribuir para a patogênese das doenças periodontais por meio de diferentes 
mecanismos moleculares (Hirschfeld et al., 2017). Isso é reforçado por meio dos 
diferentes mecanismos que os patógenos possuem para resistir às respostas de 
defesa mediada pelos neutrófilos, como formação de ROS e NETs (Jiang et al., 
2021). 

Diante do papel das espécies reativas e das NETs em várias doenças 
sistêmicas e seu potencial na modulação da resposta imunológica, é importante  

buscar  compreender melhor seus  efeitos e alvos para futuras estratégias 
terapêuticas. 

Assim, para abordar o tema proposto, foram desenvolvidos estudos divididos 
nos 2 capítulos a seguir: 

- Participação da atividade redox durante a formação e desenvolvimento da lesão 
periapical; e 

- Avaliação da relação entre espécies reativas de oxigênio e 
armadilhas extracelulares de neutrófilos na gênese e desenvolvimento da lesão 

periapical. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

CAPÍTULO 1 - PARTICIPAÇÃO DA ATIVIDADE REDOX DURANTE A FORMAÇÃO E 

DESENVOLVIMENTO DA LESÃO PERIAPICAL 
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CAPÍTULO 1 - PARTICIPAÇÃO DA ATIVIDADE REDOX DURANTE O DESENVOLVIMENTO 

DA LESÃO PERIAPICAL 
 

 
INTRODUÇÃO 

Muitos aspectos envolvidos na resposta imunológica e nas vias inflamatórias 
são conduzidos por reações de oxi-redução (redox), que ocorrem nas células imunes, 

promovendo a geração aumentada de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de 

nitrogênio (Reactive Nitrogen Species - RNS) e stress oxidativo. A formação dessas 

espécies reativas está relacionada à manutenção de diversas funções celulares, como 
sinalização celular e homeostase (Finkel, 2011; Dandekar et al., 2015; Senoner e 

Dichtl, 2019; Tauffenberger e Magistretti, 2021; Sies et al., 2022). Logo, possuem 
papel crucial no início, progressão e término dos processos inflamatórios (Lorenzen 

et al., 2017; Mullen et al., 2020). 
A resposta imuno-inflamatória inicial consiste na produção de mediadores 

químicos, fenômenos vásculo-exsudativos e recrutamento de leucócitos fagocíticos 
para o local infectado (Schroder e Tschop, 2010; Alberts et al., 2014; Arulselvan et 

al., 2016; Abdulkhaleq et al., 2018; Sun et al., 2020). Essas células fagocíticas geram 

várias ROS no processo conhecido como explosão oxidativa (oxidative burst), pelo 

complexo enzimático NADPH oxidase, que produz O2- (Yang et al., 2013; Al-Sharid, 

2021). O O2- reage rapidamente com outras moléculas, podendo formar outras 

espécies reativas como o peróxido de hidrogênio (H2O2), peroxinitrito (ONOO-), ou 

ainda o ácido hipocloroso (HOCl) (Arreiros et al., 2006; Thomas, 2015; Aratani, 
2018; Checa e Aran, 2020; Al-Shehri, 2021). As ROS e RNS são as principais 

responsáveis pela atividade antimicrobiana, pois causam danos irreversíveis e 
inespecíficos em biomoléculas celulares vitais do patógeno (Arreiros et al., 2006; Al- 

Shehri, 2021). 
Ao mesmo tempo, a sua formação também estimula vias de amplificação da 

inflamação. Pois modulam proteínas, lipídios, receptores de membrana e canais 
iônicos, regulando citocinas e quimiocinas para ativar e mobilizar células do 

imunológico (Yang et al., 2013; Franchina et al., 2018; Lin et al., 2021; Morris et al., 
2022) e induzindo a expressão de vários genes, para uma reação pró e anti- 

inflamatória (Morgan e Liu, 2011; Kovac et al., 2015; Checa e Aran, 2020). Essas 
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respostas estão não só sob o controle das ROS e RNS, como também do sistema 

antioxidante que atuam mantendo seus níveis fisiológicos (Balaban et al., 2005; 
Senoner e Dichtl, 2019; Sies et al., 2022). 

A formação elevada e prolongada dessas espécies reativas resulta no stress 
oxidativo, promovendo a oxidação de biomoléculas, incluindo proteínas, lipídeos e 

DNA, desencadeando alterações em funções celulares e danos teciduais (Fois et al., 

2018; Daenen et al., 2019; Sies et al., 2022). Desta forma, o stress oxidativo foi 
associado a várias patologias inflamatórias e doenças autoimunes (Yaribeygi et al., 

2020; He et al., 2022; Krzemińska et al., 2022; Ramos-Riera et al., 2023; Hou et al., 
2023). 

Nas infecções endodônticas, a persistência de micro-organismos, seus 
produtos metabólicos e consequentemente das respostas imuno-inflamatórias do 

hospedeiro resulta na formação de lesões periapicais (Stashenko et al., 1989; 1990; 
Čolić et al., 2009; AAE, 2020; Galler et al., 2021). Essa inflamação crônica pode 

promover a superprodução de ROS e RNS e a exposição prolongada de células e 
tecidos a elas, que podem contribuir para necrose do tecido pulpar e reabsorção 

óssea. Diante disso, alguns estudos observaram a participação do stress oxidativo no 
desenvolvimento da lesão periapical (Inchingolo et al., 2013; Hernández-Ríos et al., 

2017; Jakovljevic et al., 2018; Loureiro et al., 2021; Zivanovic et al., 2021) e sua 
associação com a reabsorção óssea (Wauquier et al., 2009; Vengerfeldt et al., 2017). 

Georgiou et al. (2021) ressaltaram a importância do entendimento da relação 
ROS/RNS nas lesões periapicais, podendo auxiliar futuramente em ferramentas de 

diagnóstico e terapias antioxidantes. 

Sendo assim, é importante compreender como ocorre a expressão local das 
ROS/RNS e antioxidantes ao longo tempo e seu efeito na formação das lesões 

periapicais. No entanto, nenhum trabalho se concentrou em caracterizar e entender 
a expressão local das enzimas redox durante a gênese e o desenvolvimento da lesão 

periapical. 
 
PROPOSIÇÃO 

Objetivo Geral 

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a atividade redox por meio da 
participação de enzimas oxidantes e antioxidantes na formação e desenvolvimento 
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de lesões periapicais induzidas em camundongos wild-type (WT). 

 
Objetivos Específicos 
- Descrever as características do conteúdo do canal radicular e das regiões apical e 

periapical nos cortes corados em hematoxilina e eosina (HE), por meio da 
microscopia convencional. 

- Realizar a histomorfometria para mensuração das áreas correspondentes às lesões 
periapicais por microscopia convencional no modo de fluorescente. 

- Avaliar a marcação imuno-histoquímica para as enzimas oxidantes 
mieloperoxidase (MPO) e óxido nítrico sintase (iNOS) e antioxidantes, superóxido 
dismutase (SOD), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT). 

- Relacionar as características da região apical /periapical e a expressão dos 

marcadores oxidantes/antioxidantes. 
- Correlacionar o tamanho da lesão periapical e a expressão dos marcadores 

oxidantes/antioxidantes. 
- Avaliar a participação das enzimas oxidantes (MPO e iNOS) e antioxidantes (SOD, 

GR, CAT) por meio de qRT-PCR. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

O número de animais foi definido com o auxílio do cálculo amostral. O 
projeto foi submetido à apreciação pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) da Universidade de São Paulo tendo sido aprovado (Processo nº 
0009/2021 - ANEXO). Todos os procedimentos realizados nos animais foram 

conduzidos de acordo com o guia ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo 
Experiments) para estudos em animais (Kilkenny et al., 2010; Percie du Sert et 

al., 2020) e guia PRIASE 2021 para estudos em Endodontia (Nagendrababu et 
al., 2021). Os cuidados com o bem-estar dos animais seguiram as normas e 
princípios éticos adotados pela CEUA/FORP-USP e as Resoluções Normativas do 
Conselho Nacional do Controle de Experimentação Animal (CONCEA), 
regulamentadas pela Constituição Federal Brasileira na Lei n o 11.794 de 8 de 
outubro de 2008. 
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Obtenção das amostras  
Procedimentos Operatórios 

Foram utilizados 42 camundongos wild-type (WT) machos que 

apresentavam como background a linhagem C57BL/6, com 6 a 8 semanas de idade, 

pesando em média 20 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade de 
São Paulo (USP) – Campus de Ribeirão Preto. Os animais foram mantidos no Biotério 
I da FORP/USP com ração padrão e livre acesso à água. Para cada período 
experimental de 0, 2, 5, 7, 21 e 42 dias foram utilizados 7 animais para todas as 
análises. Enquanto no período experimental inicial (dia 0) os dentes estavam hígidos 
(sem indução de lesão periapical), nos períodos subsequentes (2, 5, 7, 21 e 42 dias) 
todos os animais tiveram lesão periapical induzida. 

A Figura 3 demonstra a divisão dos grupos utilizados, bem como períodos 
experimentais, o número de animais e as análises que foram realizadas em cada 

grupo. 

 
Figura 3. Divisão dos grupos e períodos experimentais, o número de animais para cada grupo e as 
análises que foram realizadas. LP = lesão periapical. qRT-PCR= reação em cadeia da polimerase em 
tempo real. HE= hematoxilina e eosina. 
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Indução das Lesões Periapicais 
A indução de lesão periapical foi realizada em todos os animais dos grupos 

nos tempos experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias. A indução foi realizada de acordo 

com método já empregado em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Silva 
et al., 2012; Bezerra da Silva et al., 2014; Oliveira et al., 2015; De Rossi et al., 2016; 

Barreiros et al., 2018; Pucinelli et al., 2022). 
Inicialmente, os animais foram anestesiados por injeção intramuscular na 

coxa traseira com Ketamina (150 mg/Kg de peso corporal) e Xilazina (7,5 mg/Kg de 
peso corporal). Em seguida, imobilizados em uma mesa de retração da mandíbula, 

de forma que permaneceram com a boca aberta para adequada visualização dos 
molares inferiores (esquerdo e direito). Então foi realizada a abertura coronária com 

o auxílio de uma broca esférica em baixa rotação (nº ¼ - KG Sorensen, São Paulo, 
Brasil), montada em motor de baixa rotação e contra-ângulo (Dabi Atlante 

Equipamentos Odontológicos, Ribeirão Preto, Brasil) para acesso aos canais 
radiculares. O tecido pulpar dos primeiros molares inferiores foi exposto à cavidade 

bucal e a polpa radicular foi removida parcialmente com uma lima endodôntica tipo K 
número 8 (Maillefer S/A, Suíça) como mostra a Figura 4. Os dentes não receberam 

selamento coronário. 
Decorridos os períodos experimentais de 2, 5, 7, 21, e 42 dias, os animais 

foram anestesiados e eutanasiados em câmara de gás carbônico (CO2), sendo as 

mandíbulas dissecadas para o processamento histotécnico e análise por biologia 
molecular. 
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Figura 4. Procedimentos para a indução da lesão periapical: (A) Anestesia por injeção intramuscular 
na coxa traseira com Ketamina e Xilazina; (B) Camundongo imobilizado em uma mesa de retração da 
mandíbula; (C) Adequada visualização do molar inferior; (D) Abertura coronária com o auxílio de uma 
broca esférica em baixa rotação montada em motor de baixa rotação e contra-ângulo para acesso aos 
canais radiculares; (E) Exploração dos canais radiculares e remoção parcial da polpa radicular com 
uma lima endodôntica tipo K número 8. 
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Processamento Histotécnico e Avaliação Microscópica 
Para a realização da análise microscópica em cortes corados com 

hematoxilina e eosina (HE) e imunomarcação foram utilizadas as hemi-mandíbulas 

direitas dos animais em todos os períodos de avaliação. 
Assim, as amostras foram fixadas por imersão em formol tamponado a 10% 

por 24 horas à temperatura ambiente e, em seguida, lavadas por, aproximadamente, 
4 horas em água corrente. Em seguida, para a desmineralização, as peças foram 

mantidas na solução à base de EDTA a 4,13%, à temperatura ambiente, trocada 
semanalmente, até sua completa desmineralização que ocorreu, em média, após 30 

dias. O grau de desmineralização das estruturas mineralizadas foi testado por meio 
da penetração de uma agulha nos tecidos, para verificação da sua consistência. Após 

a desmineralização, as peças foram submetidas ao processamento histotécnico de 
rotina, sendo lavadas em água corrente por 2 horas, desidratadas em álcool de 

concentrações crescentes (70%, 80%, 95% por 45 minutos cada; 2 trocas de 100% 
por 45 minutos cada e 1 troca de álcool 100% pernoite), diafanizadas em xilol (3 

banhos de 40 minutos) e incluídas em parafina. 
Os blocos contendo os dentes foram cortados longitudinalmente em 

micrótomo (Leica RM2145; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) no 
sentido mésio-distal. Cortes seriados de 4μm foram obtidos em toda a extensão da 

lesão periapical. Por amostra, foram obtidas de 5 a 15 lâminas, com 3 cortes em 
cada lâmina. O processamento histotécnico está esquematizado na Figura 5. 
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Figura 5. Fluxograma ilustrando o processamento histotécnico. 

 
 

Os cortes de cada grupo experimental e controle foram corados com HE e 

submetidos à análise em microscopia óptica convencional para descrição do 
conteúdo do canal radicular e das regiões apical e periapical. Assim, foram 
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selecionados os cortes que apresentaram a raiz distal dos primeiros molares 

inferiores mostrando simultaneamente os terços coronário, médio e apical do canal 
radicular, o forame apical e o osso alveolar. Essa análise objetivou uma descrição dos 

aspectos microscópicos envolvidos no desenvolvimento da lesão periapical. Além 
disso, esses cortes tiveram função metodológica, uma vez que os cortes utilizados 

para a imunomarcação foram escolhidos após análise dos cortes corados com HE. 

 
Análise Microscópica Descritiva do Conteúdo do Canal Radicular e das 
Regiões Apical e Periapical 

A partir dessa avaliação se obtém uma visão panorâmica de todo o processo 

da doença, permitindo fazer possíveis correlações com os resultados obtidos na 
imuno-histoquímica. Para essa análise, foi utilizado o microscópio Axio Imager.M1 

(Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Alemanha), com câmera AxioCam MRc5 
acoplada (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Alemanha) e realizada por um 

único avaliador experiente, sem conhecimento prévio do grupo a ser analisado. As 
características das regiões apicais e periapicais de cada grupo foram descritas e 

classificadas em escores para os parâmetros avaliados. 

- Tecido pulpar: tecido com aspecto de normalidade (Escore 0); alteração suave 
do tecido (necrose parcial) (Escore 1); necrose moderada no tecido (Escore 2) e 

necrose severa (necrose total da polpa) (Escore 3). 
- Infiltrado inflamatório na região periapical: ausência de infiltrado inflamatório 

(Escore 0); presença de infiltrado suave (Escore 1); presença de infiltrado 

moderado (Escore 2) e presença de infiltrado severo (Escore 3). 
- Espessura do ligamento periodontal apical: ligamento com aspecto de 

normalidade (Escore 0); presença de aumento suave no ligamento (Escore 1); 
presença de aumento moderado do ligamento (Escore 2) e presença de aumento 

severa do ligamento periodontal (Escore 3). 

- Osso alveolar: ausência de reabsorção (Escore 0); presença de reabsorção 
(Escore 1). 

- Cemento apical: ausência de reabsorção (Escore 0); presença de reabsorção 
(Escore 1). 
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Morfometria em Microscopia de Fluorescência 
Foi realizada a avaliação morfométrica das lesões periapicais nos espécimes 

corados com HE, de acordo com De Rossi et al. (2005). Para tal, foi utilizado o 

microscópio Axio Imager.M1, em aumento de 10x, no modo fluorescente, com filtro 
Alexa Fluor 488 (AF488, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Alemanha) e com 

as seguintes especificações: excitação de G365, refletores FT395 e emissão LP420. 
As imagens foram transferidas para o software Image J (National Institutes of Healf, 

Betheseda, EUA), onde as áreas das lesões periapicais foram delineadas e medidas 
em mm2. A delimitação da lesão excluiu as estruturas intactas (ligamento 

periodontal, cemento e osso alveolar), facilmente identificadas pela forte 
fluorescência verde, e incluiu áreas de reabsorção, dissociação fibrilar e infiltrado 

inflamatório, identificadas pela ausência de fluorescência e aparência escurecida. 

 
Imuno-histoquímica 

As reações de imuno-histoquímica foram realizadas por meio da técnica da 

imunoperoxidase para marcação da mieloperoxidase, óxido nítrico sintase, 

superóxido dismutase, glutationa redutase e catalase. 
Os cortes histológicos foram desparafinizados, sendo os epítopos antigênicos 

recuperados com calor utilizando tampão citrato (pH=6,0) ativado em forno de 
micro-ondas (cinco vezes de 10 segundos). Após retornarem à temperatura 

ambiente, as lâminas foram lavadas 2 vezes por 10 minutos com PBS e 1 vez com 
solução PBS/Triton a 0,5% (Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, EUA), pelo 

mesmo período. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com peróxido de 
hidrogênio a 3%, por 20 minutos. A seguir, as lâminas foram novamente lavadas 

com PBS e PBS/Triton conforme descrito anteriormente. 
O bloqueio das ligações inespecíficas foi realizado com solução de 1% BSA 

(albumina de soro bovino)/PBS, por 30 minutos. A seguir, as lâminas foram 
incubadas overnight em geladeira com os anticorpos primários (Quadro 1) diluídos 

em BSA 1%. Após retornarem à temperatura ambiente, as lâminas foram novamente 
lavadas e incubadas com anticorpo secundário biotinilado adequado, por 1 hora à 

temperatura ambiente. Depois de nova lavagem, foi colocado o complexo avidina- 

biotina-peroxidase (ABC kit, Vecstain; Vector Laboratories Inc.) por 30 minutos. A 
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seguir, as lâminas foram lavadas com PBS e PBS/Triton e foi efetuada a revelação da 

reação com solução de diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich Corporation, Saint 
Louis, EUA) e H2O2 a 3% em PBS por 1 minuto. As lâminas foram contra-coradas 

com Hematoxilina de Harris por 10 segundos, lavadas em água corrente, lavadas em 

água amoniacal por 30 segundos, lavadas em água corrente, diafanizadas, 
desidratadas e montadas. A análise foi realizada por um único avaliador experiente, 

previamente calibrado (Kappa>0,9) e sem conhecimento prévio do grupo a ser 
analisado utilizando um microscópio Axio Imager. M1 (Carl Zeiss MicroImaging 

GmbH, Göttingen, Alemanha) sob luz convencional. Os resultados foram expressos 
de maneira qualitativa, levando-se em consideração a presença/ausência e a 

localização das marcações. 
 
Quadro 1. Anticorpos utilizados e suas respectivas diluições e especificações nas reações de imuno- 
histoquímica. 

 
 
Expressão Gênica - Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT- 
PCR) 

Foram utilizadas as hemi-mandíbulas esquerdas de todos os animais em 
todos os períodos. 
 
Extração de RNA total 

As hemi-arcadas foram submetidas à extração de RNA usando o protocolo do 
fabricante do kit PureLink RNA Mini Kit (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, 
USA). A quantidade de RNA extraído foi estimada com o auxílio do NanoDrop One 
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE). 



       Capítulo 1 | 48 
 

Síntese de cDNA 
A partir de 1µg de RNA total foi confeccionada a fita de DNA complementar 

(cDNA) por uma reação de transcrição reversa, baseado no protocolo proposto pelo 

fabricante do kit High Capacity (Applied Biosystems, Foster City, California, EUA). 
 

Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR) 
A reação de amplificação de cada gene foi constituída por primers específicos 

de cDNA, sonda fluorescente específica, o sistema de fluorescência TaqMan (Applied 

Biosystems®, Foster City, CA, EUA), e reagente MasterMix (Applied Byosistems). A 

expressão de genes gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (Gapdh) e β-actina (Actb) 
foi analisada como genes constitutivos (housekeeping). Com esta técnica, foi 

avaliada a expressão de RNAm de MPO, iNOS, SOD, GR e CAT (Quadro 2). 
 

Quadro 2. Descrição dos genes utilizados para a reação em cadeia da polimerase em tempo real. 

 
 

A análise quantitativa da expressão de RNAm foi realizada por meio do 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA), 

sob condições de 95°C (2 minutos), seguidas por 40 ciclos de 95°C (1 segundo) e 

60°C (20 segundos). As reações foram realizadas em duplicata para cada amostra. 
Após a amplificação das amostras, a quantificação relativa foi realizada por meio do 

método 2-ΔΔCt. 
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Análise Estatística 
As variáveis categóricas, dos valores em escore obtidos na análise descritiva 

em HE, foram expressas como porcentagem. A comparação da extensão da área da 
lesão periapical entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste 
de Dunn e dos resultados da imuno-histoquímica pelo teste de Kruskal-Wallis e pós- 
teste de Dunn e de Mann-Whitney, por meio do programa computacional GraphPad 
Prism 9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). 

A inferência e os testes de hipótese dos dados da expressão gênica foram 
realizados através do ANOVA com pós teste utilizando contrastes ortogonais 
assumindo e considerando a normalidade dos resíduos, para este caso foi utilizado o 
software SAS/STAT® em sua versão online (Van Rossum e Drake, 2013; 
Montgomery, 2017). O teste de correlação de Spearman foi utilizado para avaliar o 
grau de correlação entre a expressão de genes e o tamanho da lesão periapical. A 
intensidade das correlações positivas e negativas foi definida de acordo com o valor 
do "Coeficiente de correlação (r)" (1: perfeito; 0,7 a 0,9: forte; 0,4 a 0,6 moderado; 
0,1 a 0,3: fraco; 0: sem correlação). O nível de significância adotado para todas as 
análises foi de 5%. 
 
RESULTADOS 
Análise Microscópica Descritiva do Conteúdo do Canal Radicular e das 
Regiões Apical e Periapical 

No grupo controle, sem indução de lesão periapical, foi observado tecido 
pulpar sadio, com tecido conjuntivo normal, camada odontoblástica íntegra e 
ausência de infiltrado inflamatório (100%); o ligamento periodontal se encontrava 
com aspecto de normalidade, com presença de fibras e células organizadas 
(100%). 

Além disso, a superfície cementária e osso alveolar estavam regulares e 
íntegros (100%) (Figura 6A e 6B). 

Após 2 dias da indução da lesão periapical, o tecido pulpar se mostrava 
alterado, já com necrose parcial (100%) e infiltrado inflamatório de suave a 
moderado. O ligamento periodontal apresentava espessura normal, com infiltrado 
inflamatório suave (100%). O osso alveolar normal apresentando osteoblastos na 
sua superfície (100%) e a superfície cementária regular com ausência de 
reabsorções (100%) (Figura 6C e 6D). 
Figura 6. Fotomicrografias representativas da análise descritiva das regiões apical e periapical das 
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lâminas coradas com HE do Grupo Controle (dente hígido) (A: 10x; B: 20x) e do período experimental 
de 2 dias após a indução da lesão periapical (C: 10x; D: 20x). 

 
 

No grupo de 5 dias, o tecido pulpar se encontrava alterado, com necrose 

parcial (100%), com infiltrado inflamatório de moderado para severo. O ligamento 

periodontal estava normal (57,14%) e suavemente aumentado (42,86%), com 
infiltrado inflamatório suave no periápice (100%). O osso alveolar e a superfície 

cementária estavam regulares, com ausência de reabsorções (100%) (Figura 7). 
No período de 7 dias, o tecido pulpar já se encontrava totalmente necrosado, 

com ausência da camada odontoblástica (100%) e infiltrado inflamatório severo na 
polpa. A lesão periapical progrediu, apresentando ligamento periodontal suavemente 

(42,86%) e moderadamente (57,14%) aumentado, com infiltrado inflamatório misto 
predominantemente crônico de suave (28,57%) a moderado (71,43%). O osso 

alveolar se apresentava normal e com osteoblastos em sua superfície. A superfície 
cementária era regular e sem reabsorção em todos os espécimes (Figura 8). 
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Figura 7. Fotomicrografias representativas da análise descritiva das regiões apical e periapical das 
lâminas coradas em HE no período experimental de 5 dias (A: 10x; B: 20x; C: 40x). 

 
 
 
Figura 8. Fotomicrografias representativas d a análise descritiva das regiões apical e periapical 
das lâminas coradas em HE no período experimental de 7 dias (A: 10x; B: 20x; C: 40x). 
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Aos 21 dias, havia necrose total do tecido pulpar (100%), com infiltrado 

inflamatório severo. O ligamento periodontal se encontrava moderadamente 
(28,57%) ou severamente (71,43%) aumentado, com infiltrado inflamatório, 

também variando de moderado (57,14%) a severo (42,86%). O osso alveolar estava 
irregular e com presença de reabsorção, sendo visível muitos osteoclastos e ausência 

de osteoblastos em todos os espécimes do grupo. Porém, a superfície cementária se 

encontrava regular e sem reabsorção (Figura 9). 
 
Figura 9. Fotomicrografias representativas do período experimental de 21 dias, evidenciando as 
características microscópicas observadas na análise descritiva das regiões apical e periapical das 
lâminas coradas em HE (A: 10x; B: 20x; C: 40x). 

 
 

Após 42 dias, todos os espécimes apresentavam o tecido pulpar totalmente 

necrosado, com infiltrado inflamatório severo. A persistência e manutenção do 
processo inflamatório na região periapical se apresentou em estágio mais avançado, 

apresentando o ligamento periodontal severamente aumentado, com infiltrado 
inflamatório também severo (100%). Além disso, havia áreas extensas de reabsorção 

da superfície cementária e do osso alveolar (100%). O osso alveolar já estava 
desintegrado, com ausência da lâmina dura (100%) (Figura 10). 
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Figura 10. Fotomicrografias representativas do período experimental de 42 dias, evidenciando as 
características microscópicas observadas na análise descritiva das regiões apical e periapical das 
lâminas coradas em HE. (A: 10x; B e C: 20x; D, E e F: 40x). 

 
 

De uma maneira geral, após a análise microscópica descritiva nos diferentes 
períodos experimentais avaliados após abertura coronária e indução da lesão 

periapical, pode-se observar: 
- Necrose parcial do tecido pulpar nos períodos iniciais (2 e 5 dias) e necrose total 

do tecido pulpar após 7 dias. 

- Aumento progressivo do espaço do ligamento periodontal, desde normal aos 2 
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dias até severamente aumentado aos 42 dias. 

- Aumento progressivo da intensidade do infiltrado inflamatório na região periapical, 
desde leve aos 2 dias até severo aos 42 dias. 

- Presença de reabsorção óssea a partir do período de 21 dias. 
- Presença de reabsorção cementária somente no período de 42 dias. 

 
Morfometria em Microscopia de Fluorescência 

A análise morfométrica da extensão das lesões periapicais (área em 
mm2) foi realizada nas lâminas coradas em HE por meio da microscopia de 

fluorescência. 
No Grupo 1, correspondente ao dente hígido sem e abertura e coronária e 

indução de lesão periapical, a área avaliada correspondeu ao ligamento periodontal 
sadio o qual apresentou valor médio de 0,03 mm2. Nos demais grupos com indução 

da lesão periapical, a média do tamanho das lesões foi progressivamente maior, de 
0,04 mm2 para o Grupo 2 (2 dias), 0,06 mm2 para o grupo 3 (5 dias), 0,09 mm2 para 

o grupo 4 (7 dias), 0,14 mm2 para o grupo 5 (21 dias) e para o grupo de 42 dias 
(grupo 6) foi de 0,22mm2. A Tabela 1 apresenta os valores máximos e mínimos, a 

média em mm2, e o desvio padrão dos grupos após análise morfométrica da 
extensão das lesões periapicais. 

 
Tabela 1. Resultados obtidos na análise morfométrica das áreas das lesões periapicais em mm2, 
nos diferentes grupos experimentais. 
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Ao comparar com o grupo controle, houve aumento significativo da área da 

lesão periapical aos 5 dias (p=0,01), 7, 21 e 42 dias (p≤0,0001) (Figura 11). A 
comparação entre os períodos experimentais mostrou que os grupos de 21 e 42 dias 

apresentaram maior área da lesão periapical, com diferença significativa de todos os 
demais grupos (p<0,0001). Entretanto, a lesão periapical aos 42 dias foi 

significativamente maior em relação aos 21 dias (p<0,0001). A Figura 12 apresenta 

fotomicrografias de cortes microscópicos representativos da mensuração das lesões 
periapicais. 
 
Figura 11. Boxplot da comparação entre o grupo controle e os períodos experimentais de 2, 5, 7, 21 
e 42 dias com relação à extensão das lesões periapicais. Diferença estatisticamente significante entre 
o controle e os dias 5, 7, 21 e 42 (*) (p<0,05) e entre 21 e 42 dias (#) (p<0,0001). 
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Figura 12. Fotomicrografias representativas dos diferentes períodos experimentais de lâminas 
coradas com hematoxilina e eosina e observadas em microscopia de fluorescência para mensuração da 
área das lesões periapicais. 

 
 
 
Imuno-histoquímica 

A análise qualitativa dos resultados obtidos após a imunomarcação das 
enzimas oxidantes (MPO, iNOS) e antioxidantes (CAT, GR e SOD) estão descritos a 

seguir. 
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Mieloperoxidase (MPO) 

Nos grupos Controle, 2, 5 e 7 dias após a indução periapical, foi observado 
marcação leve pontuais no ligamento periodontal (Figuras 13A-D). Já aos 21 e 42 

dias, a marcação foi moderada na região do forame apical e dispersa pela lesão 
periapical (Figuras 13E e 13F). Os grupos de 21 e 42 dias apresentaram maior 

marcação dessa enzima, com diferença estatisticamente significativa em comparação 

com os demais grupos (p= 0,001). 
 
Figura 13. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti- 
mieloperoxidase de amostras provenientes do grupo controle (dente hígido – A) e dos grupos 
experimentais nos diferentes períodos de 2 dias (B), 5 dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) 
após a indução de lesão periapical em camundongos. 

 
 

Óxido Nítrico Sintas e (iNOS) 
Os grupos Controle e 2 dias apresentaram marcação de leve a moderada no 

terço apical do canal radicular e ao longo do ligamento periodontal (Figuras 14A e 
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14B). Após 5 dias da indução da lesão periapical, observou-se marcação leve a 

severa de iNOS próximo ao forame apical, no ligamento periodontal e próximo ao 
osso alveolar (Figura 14C). No período de 7 dias, as células foram marcadas 

positivamente de forma leve a moderada no ligamento periodontal e próximo ao 
osso alveolar (Figura 14D). Já nos períodos de 21 e 42 dias, observou-se marcação 

de moderada a severa na lesão periapical (Figuras 14E e 14F). Quando comparados 

os grupos dois a dois pelo teste de Mann Whitney, o período do dia 5 apresentou 
diferença estatística significativa do grupo de 2 (p=0,05) e 7 dias (p=0,01) e o grupo 

de 7 dias foi diferente do de 42 (0,03). 
 
Figura 14. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti-óxido nítrico 
sintase no grupo controle (dente hígido – A) e nos grupos experimentais nos diferentes períodos de 
2 dias (B), 5 dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F), após a indução de lesão periapical em 
camundongos. 
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Catalase (CAT) 
Nos grupos Grupo Controle, 2, 5 e 7 dias, pode-se observar marcação 

moderada a severa no terço apical do canal radicular e no ligamento periodontal do 

período controle (Figuras 15A-D). As amostras do período de 21 e 42 dias 
apresentaram-se moderada e severa, com marcações mais severas na lesão (Figuras 

15E e 15F). Entretanto, sem diferenças estatísticas entre os períodos, pelo teste de 
Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn (p>0,05). 
 
Figura 15. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti-catalase no 
grupo controle (dente hígido – A) e nos grupos experimentais nos diferentes períodos de 2 dias (B), 5 
dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) após a indução de lesão periapical em camundongos. 

 
 
Superóxido Dismutase (SOD) 

Os grupos Controle e 2 dias apresentaram marcação leve predominante, com 

algumas marcações moderadas no terço apical do canal radicular e no ligamento 
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periodontal (Figuras 16A e 16B). Aos 5 e 7 dias, observou-se marcação leve a 

moderada no terço apical do canal radicular e na região apical e periodontal (Figuras 

16C e 16D). Já aos 21 e 42 dias, foi observado marcação leve em poucas amostras, 

mas predominante moderada a severa na lesão periapical (Figuras 16E e 16F). 

Porém, não foi encontrado diferença estatística entre os grupos pelo teste de 

Kruskal-Wallis e pós teste de Dunn (p>0,05). 
 
Figura 16. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti-superóxido 
dismutase no grupo controle (dente hígido – A) e nos grupos experimentais nos diferentes períodos 
de 2 dias (B), 5 dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) após a indução de lesão periapical em 
camundongos.

 

 
Glutationa Redutase (GR) 

Nos grupos controle, 2, 5 e 7 dias após a indução periapical, a marcação foi 

leve a moderada no terço apical do canal radicular e ligamento periodontal (Figuras 
17A-D). Aos 21 e 42 dias, observou-se marcação também leve, mas com 
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predominância moderada a severa no forame apical e disperso por toda a lesão 

(Figuras 17E e 17F). Não houve diferença estatística entre os períodos experimentais 
pelo teste de Kruskal-Wallis e pós teste de Dunn (p>0,05). 
 
Figura 17. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti-glutationa 
redutase no grupo controle (dente hígido – A) e nos grupos experimentais nos diferentes períodos de 
2 dias (B), 5 dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) após a indução de lesão periapical em 
camundongos. 

 
 

De uma maneira geral, os resultados obtidos após a realização do ensaio de 
imuno-histoquímica para enzimas oxidantes (MPO, iNOS) e antioxidantes (CAT, GR e 

SOD) permitiram evidenciar que: 
- Todas as enzimas oxidantes e antioxidantes propostas no presente estudo 

estiveram presentes em todos os períodos experimentais avaliados. 

- A enzima oxidante MPO apresentou imunomarcação preferencialmente leve tanto 
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no grupo controle quanto nos períodos de 2, 5, e 7 dias, com aumento na 

intensidade de marcação nos períodos mais tardios de avaliação (21 e 42 dias). 
- A enzima oxidante iNOS apresentou imunomarcação de leve a moderada nos 

grupos controle e 2 dias, com aumento progressivo na intensidade de marcação 

nos períodos subsequentes. 
- A enzima antioxidante CAT apresentou imunomarcação de moderada a severa em 

todos os grupos avaliados, assim como no controle. 
- A enzima antioxidante SOD apresentou imunomarcação leve tanto no grupo 

controle quanto no período de 2 dias, marcação de leve a moderada nos períodos 
de 5 e 7 dias, com aumento na intensidade de marcação (moderada a severa) nos 

períodos mais tardios de avaliação (21 e 42 dias). 

- A enzima antioxidante GR apresentou imunomarcação leve nos grupos controle e 
2, 5 e 7 dias, com aumento da intensidade da marcação (moderada a severa) nos 

períodos mais tardios de avaliação (21 e 42 dias). 

 
Expressão Gênica - qRT-PCR 

Com o objetivo de avaliar a expressão das enzimas oxidantes e antioxidantes 

em função do tempo, foram coletadas amostras nos tempos 0 dias (controle), 2, 5, 
7, 21 e 42 dias, para análise por PCR em tempo real. 
 
Marcadores Oxidantes 

Ao avaliar os genes das enzimas oxidantes, a MPO apresentou maior 

expressão nos períodos de 5 e 21 dias após a indução da lesão periapical quando 

comparado ao período controle (p<0,05). Esses grupos também apresentaram 
diferença estatística significativamente em relação ao grupo de 42 dias (p<0,05), 

onde houve redução da expressão de MPO (Figura 18). 
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Figura 18. Representação gráfica da expressão gênica de MPO para o grupo controle (dente hígido) 
e grupos experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. Asterisco (*) 
significa diferença estatística significativa entre o grupo controle e o de 5 e 21 dias (p<0,05). (#): 
diferença significativa entre o grupo de 42 dias e os de 5 e 21 dias (p<0,05). 

 
 

A expressão da enzima iNOS apresentou aumento significativo aos 21 
(p=0,03) e continuou aumentada aos 42 dias (p=0,005), em comparação com o 

grupo controle. O aumento de iNOS aos 42 dias também foi estatisticamente 
diferente dos grupos de 2 dias (p=0,01) e 7 dias (p=0,02) (Figura 19). 
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Figura 19. Representação gráfica da expressão gênica de iNOS para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. Asterisco (*) significa 
diferença estatística significativa entre o grupo controle e o de 21 e 42 dias (p<0,05). Hashtag (#) 
significa diferença significativa entre o grupo de 42 dias e os de 2 e 7 dias (p<0,05). 

 
 
Marcadores Antioxidantes 

A enzima CAT apresentou aumento da sua expressão em função do tempo 

até o 5º dia, esse período apresentou diferença significativa de todos os grupos 
(p<0,05), exceto o de 21 dias. Pois aos 21 dias também houve elevada expressão 

desse gene, mostrando diferença estatisticamente significativa em comparação com 
o grupo controle (p<0,003) (Figura 20) e os grupos de 2 (p=0,04) e 42 dias 

(p=0,005), que apresentaram baixa expressão. 
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Figura 20. Representação gráfica da expressão gênica de CAT para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. Asterisco (*) significa 
diferença estatística significativa entre o grupo controle e o de 5 e 21 dias (p<0,05). 

 
 

A enzima SOD apresentou aumento da sua expressão ao longo do tempo, 
com aumento significativo aos 5 dias em relação ao grupo controle (p=0,04). Essa 

expressão diminuiu aos 21 dias e depois voltou a aumentar aos 42 dias, com 
diferença significativa entre eles (p=0,01). O aumento observado no período de 42 

dias também teve diferença significativa em relação aos dentes hígidos (p=0,0006) 
e após 2 da indução da lesão periapical (p=0,01) (Figura 21). 
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Figura 21. Gráfico representativo da expressão gênica de SOD para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. Asterisco (*) significa 
diferença estatística significativa entre o grupo controle e o de 5 e 42 dias (p<0,05). Hashtag (#) 
significa diferença significativa entre o grupo de 42 dias e os de 2 e 21 dias (p<0,05). 

 
 
 

A expressão de GR aumentou após a indução da lesão periapical, 

apresentando pico máximo aos 5 dias, com diferença significativa do grupo controle 
(p<0,0001) (Figura 22) e dos demais grupos (p<0,05). Após esse pico, sua 

expressão diminuiu ao longo do tempo até o período de 42 dias. 
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Figura 22. Gráfico representativo da expressão gênica de GR para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. Asterisco (*) significa 
diferença estatística significativa entre o grupo controle e o de 5 dias (p<0,05). 

 
 
De uma maneira geral, os resultados obtidos após a análise de expressão 

gênica permitiram evidenciar que: 
- A GR teve pico aos 5 dias. 

- A MPO e a CAT aumentaram aos 5 e 21 dias e diminuíram aos 42 dias. 

- A SOD esteve aumentada aos 5 e 42 dias, porém aos 21 dias sua 
expressão foi diminuída. 

- A iNOS apresentou expressão maior nos períodos finais de 21 e 42 dias. 

A partir dos dados da mensuração da lesão periapical e dos dados da 
expressão gênica dos marcadores oxidantes e antioxidantes, foi obtida uma matriz 

de correlação utilizando correlação de Spearman, para verificar a presença de efeitos 
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correlacionais entre as variáveis. Foi possível observar que existe uma correlação 

moderada entre a expressão de iNOS e o tamanho da lesão periapical (r=0,6; 
p<0,05), uma vez que, quanto maior foi a expressão desse gene, maior foi o 

tamanho da lesão periapical. Além disso, a expressão da enzima antioxidante CAT 
aumentou juntamente com a enzima oxidante MPO, apresentando correlação 

moderada (r=0,7; p<0,05). Adicionalmente, a expressão da enzima GR aumentou 

juntamente com a MPO, apresentando correlação forte (r=0,8; p<0,05) (Figura 23). 

 
Figura 23. Matriz de correlação entre tamanho da lesão periapical e expressão gênica das enzimas 
oxidantes e antioxidantes. Quanto mais clara a cor (valores mais próximos ao 1), mais intensa é a 
correlação. 
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DISCUSSÃO 

Estudos recentes têm destacado o papel complexo das espécies reativas de 
oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) nas reações imuno-inflamatórias, mostrando a 

associação desse mecanismo de defesa do hospedeiro à patogênese de várias 
doenças e ressaltando como possíveis alvos terapêuticos promissores (Forman e 

Zhang, 2021; Vollbracht e Kraft, 2022; Tanabe et al., 2022; Hou et al., 2023). A 

destruição dos tecidos periapicais é consequência da interação entre micro- 
organismos e as respostas do sistema imunológico, pois a resposta do hospedeiro 

possui função protetora, podendo, ao mesmo tempo, causar danos (Stashenko et al., 
1989; 1990; Nair, 2004; Čolić et al., 2009; Karamifar et al. 2020; Cavalla et al., 

2021; Galler et al., 2021). Assim, estudos devem ser realizados a fim de elucidar a 
participação dos mecanismos de defesa do hospedeiro na patogênese e progressão 

das infecções endodônticas. 
 Alguns estudos observaram, nas lesões periapicais, um efeito pró-

oxidante, presença aumentada de determinadas enzimas oxidantes ou marcadores 
para danos oxidativos a biomoléculas (Dezerega et al., 2012; Vengerfeldt et al., 

2017; Jakovljecic et al., 2018), mostrando que a resposta inflamatória frente a 
infecção endodôntica gera aumento nos níveis de ROS e stress oxidativo. Entretanto, 

nenhum estudo avaliou a atividade das enzimas oxidantes e antioxidantes ao longo 
da progressão dessa condição patológica, o que pode fornecer ferramentas 

importantes para compreender e para potencializar seu tratamento. Nesse sentido, 
esse trabalho buscou caracterizar e entender o comportamento das enzimas 

oxidantes e antioxidantes durante a formação e desenvolvimento das lesões 

periapicais. Descrevemos pela primeira vez a dinâmica da atividade redox e suas 
possíveis contribuições ao longo do estabelecimento da lesão periapical. 

 A avaliação das ROS é desafiadora devido a sua meia vida curta e 
elevada reatividade, por isso sua formação e ação podem ser detectadas por meio de 

danos oxidativos a biomoléculas ou por meio da atividade antioxidante (Tanabe et 
al., 2022). A expressão enzimas oxidantes e antioxidantes pode se alterar em 

resposta ao stress redox e podem ser utilizadas para avaliá-lo em células e tecidos 
na saúde e na doença. Para essa avaliação são sugeridas técnicas de biologia 

molecular, como imunológicas, enzimáticas e PCR (Marrocco et al., 2017). Para 
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superar as limitações de cada técnica, é sugerido que se faça a utilização de mais de 

um método de avaliação (Pinchuk et al., 2012; Marrocco et al., 2017). Diante disso, 
nosso trabalho buscou avaliar essas enzimas por meio da sua expressão detectada 

em qRT-PCR e pela imuno-histoquímica. 
No presente estudo, as lesões periapicais se desenvolveram de forma 

dinâmica no decorrer dos períodos experimentais, apresentando aumento 

progressivo da espessura do ligamento periodontal a partir do período de 5 dias até 
os 42 dias, sendo que, neste último período, as áreas das lesões periapicais foram 

severamente mais extensas (p<0,0001), com a presença de reabsorção óssea e 
cementária. A expressão dos genes oxidantes e antioxidantes estiveram presentes ao 

longo dos períodos experimentais em diferentes níveis, porém a maioria apresentou 
um aumento significativo inicial da sua expressão aos 5 dias após a indução da lesão 

periapical. Esses resultados indicam uma maior atividade redox nesse período, o que 
está de acordo com o estágio agudo da reação imuno-inflamatória, com o 

recrutamento e superativação de células imunes e respostas mais intensas reguladas 
pelas reações redox (Nair, 2004; van der Vilet e Janssen-Heininger, 2014; 

Arulselvan et al., 2016; Karamifar et al., 2020). 
 Dentre essas respostas, se destaca a formação de ROS/RNS, como o 

ânion superóxido (O2-), que são prejudiciais aos patógenos, mas também aos 

tecidos adjacentes. Esse ânion é uma das fontes primárias de ROS e sua produção 

em excesso está associada ao stress oxidativo e danos celulares (Holzerová e 
Prokisch, 2015; Banerjee et al., 2020; Checa e Aran, 2020). A maioria das ROS são 

derivadas do O2-, pois ele reage rapidamente, podendo formar substâncias mais 

reativas como o radical hidroxila (OH-) e o peroxinitrito (ONOO-), ou ainda se 

desmutar, de forma espontânea ou conduzida pela enzima SOD, formando H2O2 
(Checa e Aran, 2020; Juan et al., 2021). Apesar da SOD ser uma enzima 

antioxidante, o H2O2 é uma ROS, menos reativa, mas que atua como molécula 

sinalizadora. Portanto, para o papel antioxidante da SOD, as reações posteriores com 

o H2O2 vão determinar o estado redox, visto que o H2O2 pode ser reduzido, reagindo 

com outras enzimas antioxidantes, como também pode reagir com oxidantes e 

formar espécies mais reativas (Aratani, 2018; Al-Shehri, 2021). 
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O aumento de SOD foi observado após ocorrência do stress oxidativo (Redl 

et al., 1993), e por isso, foi relacionado a doenças inflamatórias (McCord et al., 
2005). Foram descritas três isoformas dessa enzima, de acordo onde ela é 

produzida, na mitocôndria e no citosol (SOD1 ou CuZn-SOD), exclusivamente na 
matriz mitocondrial (SOD 2 ou Mn-SOD) ou ainda extracelular, predominante em 

fluídos como linfa, plasma (SOD3 ou EC-SOD) (Zelko et al., 2002; Juan et al., 2021; 

Tris et al.,2021). Na Periodontia, vários estudos também relataram o aumento da 
SOD relacionado à periodontite ou ainda sua diminuição após tratamento e redução 

do stress oxidativo (Akalin et al., 2005; Novakovic et al., 2014; Araújo et al., 2017), 
podendo ter papel na gravidade dessa doença (Yang et al., 2014). No nosso trabalho 

avaliamos a expressão da SOD1, que apresentou aumento na expressão gênica aos 5 
dias após a indução da lesão periapical. Bödör et al. (2007) também 

observaram uma elevada transcrição da SOD1, avaliada também por qRT-PCR, em 
amostras de tecido pulpar de dentes com pulpite irreversível em comparação com 

um grupo controle. Além disso, seu aumento no tecido pulpar, observado por 
espectrofotometria, foi associado a inflamação, podendo ser uma resposta 

compensatória ao stress oxidativo induzido pela inflamação (Davis et al.,1991; 
Baumgardner e Sulfaro, 2001). Sugere-se, assim, que o aumento inicial observado 

na expressão da SOD pode estar relacionado a tentativa de se equilibrar o stress 

oxidativo nesse período, pela elevada produção de O2- e consequentemente 

formação de H2O2 por ela. No presente estudo, ainda, a elevada formação de H2O2, 

aos 5 dias, pode ter estimulado o aumento significativo (p<0,05) na transcrição das 

enzimas CAT, MPO e GR, as quais também apresentaram aumento nesse período, 

visto que essas enzimas reagem com essa espécie reativa de oxigênio. 
A CAT é liberada para reduzir o acúmulo tóxico de H2O2, decompondo-o em 

oxigênio e água (Banerjee et al., 2020; Juan et al., 2021). Alguns estudos 
observaram os níveis de CAT aumentados, em polpas inflamadas em comparação 

com polpas saudáveis, por métodos espectrofotométricos (Esposito et al., 2003a; 
Esposito et al., 2003b; Topcu et al., 2016), mostrando que a inflamação promove 

aumento compensatório dessa enzima.  
Quanto à MPO, também reage com H2O2 mas resulta na produção de ácido 

hipocloroso (HOCl), uma espécie mais reativa que o H2O2 que possui ação 
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antimicrobiana e estimula efeitos pró-oxidantes e pró- inflamatórios (Aratani, 2018; 

Al-Shehri, 2021). À semelhança do nosso estudo, um estudo observou níveis mais 

elevados de MPO em casos de pulpite e periodontite apical crônica, por meio de um 
ensaio imunoenzimático, tanto em tecido coletado do canal radicular como também 

em amostras de saliva (Vengerfeldt et al., 2017). O aumento desse e outros 
marcadores oxidantes também foi associado à dor e destruição óssea nesse mesmo 

trabalho. 
A glutationa participa de um importante sistema antioxidante, pois está 

presente na sua forma reduzida (GSH) que reage com H2O2 por intermédio da 

enzima GPx, formando glutationa oxidada (GSSG). O esgotamento de GSH em 

favorecimento da GSSG, torna o ambiente mais propenso aos danos oxidativos. A 

enzima GR é constitutivamente ativa e induzível no stress oxidativo, visto que ela 
atua regenerando GSH a partir do GSSG (Perricone et al., 2009; Couto et al., 2016; 

Li et al., 2020). Logo, o pico de expressão desta enzima no período de 5 dias, sugere 
uma tentativa de proteção em consequência da alta formação de GSSG nesse 

período, devido à exagerada formação de ROS frente ao agente agressor. uma vez 
que o aumento das enzimas antioxidantes pode representar uma regulação positiva 

compensatória em resposta ao stress oxidativo (Likidlilid et al., 2010, Morrocco et al., 
2017). Jakovljevic e colaboradores (2018) encontraram maiores níveis de GSSG em 

amostras de pacientes com periodontite apical em comparação com o controle 
saudável, o que reforça nossos achados em que o aumento dessa enzima 

antioxidante foi conduzido pelo aumento de GSSG. Quanto a imunomarcação dessa 
enzima na região periapical, foi observada predominância de marcações mais 

intensas com o decorrer dos períodos, porém sem apresentar diferença estatística 
entre eles. Apesar da GR atuar formando GSH para agir como antioxidante e evitar 

danos oxidativos, alguns estudos indicam que a GSH em condições patológicas 
desempenha papel na diferenciação de osteoclastos, contribuindo para a 

osteoclastogênese (Huh et al., 2006; Fujita et al., 2019). A marcação predominante 
moderada a severa nos períodos mais crônicos pode estar relacionada aos achados 

microscópicos, como elevada presença de osteoclastos e de destruição óssea nesses 

períodos. Isso corrobora com os resultados de Fujita e colaboradores (2019), que 
observaram que o aumento de GSH promoveu osteoclastogênese e destruição óssea 
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inflamatória em camundongos. Nossos resultados também demonstraram forte 

correlação entre a GR e a MPO, estando de acordo com outros estudos que 
observaram que a exposição ao HOCl, formado pela MPO, promove diminuição nos 

níveis de GSH formando GSSG (Carr e Winterbourn, 1997; Harwood et al., 2006), ou 
seja, estimulando a atividade da GR. Diante desses achados apresentados após os 

5 dias da indução da lesão periapical, pode-se indicar elevada formação de ROS 

(O2-, H2O2, e HOCl) e aumento compensatório antioxidante, em decorrência stress 

oxidativo nesse período. 

No presente estudo, com o decorrer dos períodos e manutenção do agente 
agressor, uma vez que os patógenos não foram removidos, o estímulo inflamatório 

se manteve sempre presente, portanto, a transcrição aumentada de algumas dessas 
enzimas continuou acontecendo, promovendo um ambiente oxidativo crônico, que 

pode ter contribuído para a progressão desta patologia. Assim, observou-se aumento  
significativo da MPO e CAT também aos 21 dias, em relação ao grupo controle 

(p<0,05). A expressão dessas enzimas apresentou uma correlação moderada ao 
longo do tempo, o que pode ser explicado por atuarem na presença do H2O2. Logo, a 

persistência dessas enzimas nesse período sugere níveis elevados de H2O2. Porém, a 

formação de H2O2 nesse período não está associada à atuação de SOD, devido a 

diminuição da sua expressão. Como já mencionado, o H2O2 pode ser formado pela 

dismutação do O2-, espontaneamente, ou ainda induzido por citocinas, fatores de 

crescimento e outros ligantes por meio da ativação de seus receptores 

correspondentes (Pulsen et al., 2011; Sies, 2020). Minczykowki e colaboradores 

(2001) relataram formação elevada de O2- e H2O2 em neutrófilos de amostras de 

sangue de pacientes com granuloma apical crônico. Apesar dessa geração 
aumentada ocorrer para defesa direta antimicrobiana, recrutando leucócitos, agindo 

como quimioatraentes e mediando a sinalização e regulação gênica (van der Vilet e 
Janssen-Heininger, 2017), a continuidade do seus níveis elevados contribui para 

amplificações destrutivas e deletérias uma vez que essas ROS induziram a 
superexpressão de RANKL, que estimula a diferenciação osteoclástica e reabsorção 

óssea, em células osteoblásticas de humanos e camundongos (Bai et al., 2005; 

Kanzari et al., 2014; Hernández-Ríos et al., 2017). Além disso, a produção 
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sustentada de H2O2 induziu a ativação pró-MMPs, como a MMP-2 e MMP-9 nos 

tecidos periodontais (Yoon et al., 2002; Cavalla et al., 2015), como também estimula 

a ativação do fator NF-kB e citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-α) (Morgan e Liu, 2011; Thoma e Lightfoot, 2018), importantes na 

patogênese da lesão periapical (Mei et al., 2003; Kaneko et al., 2019; Maia et al., 
2020). 

Com relação a imunomarcação da CAT e MPO na região periapical, não 
houve grandes alterações na marcação da CAT entre os períodos, sem 

diferença estatística, sugerindo que essa enzima não teve grande participação local. 
Nesse contexto, Aslantas et al. (2022) observaram que a marcação de CAT foi 

intensa no tecido pulpar de dentes com pulpite reversível, porém fraca em dentes 
com pulpite irreversível. Já a MPO apresentou aumento significativo nos grupos de 

21 e 42 dias em comparação com os demais (p=0,001), o que pode ter contribuído 
para a maior reabsorção óssea observada nesses períodos uma vez que a atividade 

dessa enzima resulta na formação de HOCl, que ativa metaloproteinases de matriz 
(MMPs), enzimas proteolíticas que degradam proteínas da matriz extracelular (Saari 

et al.,1990; Alfakry et al.,2016; Franco et al., 2017), as quais possuem expressão 

elevada nas lesões periapicais (Paula-Silva et al., 2020). 
Ainda no período de 21 dias, houve aumento da expressão de iNOS que 

persistiu até os 42 dias, em comparação com o grupo controle (p<0,05). A iNOS 
catalisa a produção de óxido nítrico (NO), principal e fonte primária das RNS, a partir 

de L-arginina (Checa e Aran, 2020; Juan et al., 2021). Essa conversão é realizada por 
enzimas da família óxido nítrico sintase (NOS), porém a isoforma iNOS é induzida por 

citocinas inflamatórias e LPS bacteriano no local da inflamação. O LPS é um 
potencializador de NO por meio da ativação NF-κB e ativação da iNOS (Napetschnig 

e Wu, 2013). Nesse contexto, sabe-se que baixos níveis de NO podem ter papel 
positivo na estimulação e diferenciação odontogênica (Sonoda et al., 2018), porém a 

ativação exagerada de NF-κB e super expressão de NO inibiu a diferenciação 
osteogênica de células-tronco mesenquimais (Chang et al., 2013). Nesse contexto, a 

supressão do desenvolvimento das lesões periapicais pela inibição da atividade NF-kB 
observada no trabalho de Kaneko e colaboradores (2019) pode ser consequência 

também da menor expressão de iNOS por essa via. Sabe-se que as lesões 
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periapicais, de características microscópicas de cronificação nos períodos mais tardios 

de avaliação (21 e 42 dias), apresentam como microbiota predominante os micro- 
organismos Gram-negativos que apresentam LPS na sua parede celular (Stashenko e 

Wang, 1992; Assed et al., 1996; Bezerra da Silva, 2018). Esse LPS, liberado quando 
do stress, morte ou multiplicação desses micro-organismos pode ter contribuído para 

maior expressão dessa enzima nesses grupos. 

A marcação de iNOS foi previamente observada em células como 
macrófagos, linfocitos, neutrófilos e fibroblastos em granulomas periodontais (Hama 

et al., 2006; Hama et al., 2007; Kabashima et al., 2007; Cassanta et al., 2017) e 
também em vários tipos celulares de cistos periapicais, sendo essa expressão 

relacionada a sua patogênese (Matsumoto e Ribeiro, 2007; Cassanta et al., 2017). 
Além disso, a superexpressão de iNOS em ceratocistos odontogênicos pode contribuir 

para seu comportamento agressivo (Swetha et al., 2014) e sua expressão em 
macrófagos e linfócitos foi considerada mediadora de destruição do tecido periapical 

e causadora de inflamação crônica e expansão da lesão periapical (Suzuki et al., 
2002). Adicionalmente, Cintra et al. (2016) detectaram imunomarcação moderada de 

iNOS após 30 dias de exposição pulpar. Nossos resultados de análise imuno- 
histoquímica corroboram com esses estudos, uma vez que a imunorreatividade dessa 

enzima foi moderada a severa nos períodos mais crônicos de 21 e 42 dias, 
coincidindo com a progressão da lesão periapical observada nesses grupos, com 

diferença estatística apenas entre o grupo de 2 e 5 dias, 5 e 7 dias e 7 e 42 dias. 
Adicionalmente, a polarização dos macrófagos está relacionada ao metabolismo da 

arginina, sendo o aumento de iNOS um estímulo para a ativação do fenótipo pró- 

inflamatório M1. Já o aumento da transcrição de arginase-1 promove a polarização 
M2, favorecendo o reparo, a remodelação tecidual e angiogênese (Koh et al., 2018; 

Morris et al., 2022). No presente estudo, uma vez que o estímulo infeccioso não foi 
removido, o aumento de iNOS aos 21 e 42 dias pode sugerir a presença do perfil de 

macrófagos M1 exacerbando a inflamação, nesses períodos experimentais com 
necrose celular e destruição tecidual. 

Vários estudos têm avaliado o papel da iNOS e NO na reabsorção óssea, 
porém seu papel ainda não está claro. Camundongos knockout para a enzima iNOS 

apresentaram lesões periapicais maiores, maior recrutamento de células 
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inflamatórias, formação de abscessos periapicais (Fukada et al., 2008), além de 

níveis mais elevados de IL-1β, TNF-α, RANK e RANKL, podendo o NO regular 
negativamente a formação de osteoclastos (Silva et al., 2012). No entanto, o uso de 

um inibidor seletivo do iNOS durante o tratamento endodôntico de dentes com 
lesões periapicais induzidas experimentalmente em gatos acelerou a cicatrização 

periapical, mostrando um papel prejudicial do NO no processo de reparo periapical 

(Farhad et al., 2011). Já Wang e colaboradores (2020), mostraram que o uso de 
metformina suprimiu a expressão de iNOS e reduziu a reabsorção óssea na 

periodontite apical induzida experimentalmente em ratos. No presente estudo, o 
iNOS teve correlação positiva moderada com o tamanho da lesão, pois quanto maior 

foi o tamanho da lesão, maior foi a expressão gênica dessa enzima, sugerindo seu 
papel na atividade osteoclástica e destruição óssea e cementária. 

No período de 42 dias, além do aumento pró-oxidante gerado pelo iNOS, a 
enzima antioxidante SOD voltou a expressar níveis elevados semelhantes ao período 

de 5 dias. Apesar de não ter apresentado diferença estatística entre os grupos, a 
imunomarcação de SOD também foi predominantemente moderada e severa na 

lesão periapical nos períodos de 21 e 42 dias. Alguns estudos encontraram maior 
marcação imuno-histoquímica de SOD decorrente de uma resposta inflamatória no 

tecido pulpar de dentes com preparo cavitário profundo, em comparação com 
controles sem cavidade (Baumgardner et al., 1999; Varvara et al., 2012). Nosso 

trabalho se concentrou em avaliar a marcação na região periapical, talvez isso 
explique a marcação leve observada durante a inflamação aguda, pois há mais 

respostas no tecido pulpar, pela grande quantidade de células encontradas no 

infiltrado inflamatório, em comparação à região periapical. Essas células possuem a 

principal fonte de O2-, o complexo enzimático NADPH oxidase (Herb e Schramm, 

2021; Tauffenberger e Magistretti, 2021), que pode ter estimulado a atividade de 

SOD. À medida que aumenta o infiltrado inflamatório na região periapical com o 
estabelecimento da lesão, como observado nos nossos achados, a atividade da SOD 

é maior nessa região. O O2- também pode ser gerado pelas células osteoclásticas, 

que estão presentes de forma intensa nesse grupo todo, e está envolvido na 

degradação da matriz óssea (Key et al., 1994). A formação de O2- na interface 
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osteoclasto-osso, pode ter estimulado novamente o aumento de SOD, como também 

a presença de elevada de NO. Pois, na presença de NO, o O2- reage rapidamente 

com ele, antes mesmo de se dismutar, para formar o ONOO-. Logo, o NO pode 

estimular a expressão da SOD para evitar a formação desse oxidante forte (Wang et 

al., 2018). 

De uma maneira geral, a estimulação de citocinas inflamatórias, 
recrutamento de leucócitos e stress oxidativo indicam uma resposta inicial frente ao 

agente agressor. Essa maior atividade inflamatória faz parte da resposta aguda 
(Graves et al., 2011; Arulselvan et al., 2016). Os resultados encontrados na 

expressão gênica no 5º dia após a indução periapical, estão de acordo com essa 

resposta, refletindo nos níveis altos de O2-, H2O2 e a formação de HOCl nesse 

período, provavelmente ainda no tecido pulpar com infiltrado inflamatório 
moderado/severo nesse período. A elevada formação de ROS encontradas na fase 

aguda, podem contribuir para necrose desse tecido pois causam danos às células 
que induzem a sua apoptose ou necrose (Higuchi, 2003; Manzanero et al., 2013; Fan 

et al., 2021). Além disso, medeiam a produção do receptor do ligante do fator 
nuclear kappa-B (RANKL), envolvido na osteoclastogênese, a expressão e ativação 

de MMPs, liberação de citocinas inflamatórias e destruição óssea (Hernández-Ríos et 
al., 2017). A destruição óssea encontrada na fase crônica, a partir de 21 dias após a 

indução da lesão periapical, pode ter sido resultado do stress oxidativo inicial e da 
exposição prolongada a essas ROS observadas nos grupos de 21 e 42 dias. Assim 

como a presença do infiltrado inflamatório severo, osteoclastos e as áreas extensas 
da lesão periapical encontradas nesses grupos podem estar associadas ao stress 

oxidativo. Pois mesmo tentando respostas anti-inflamatórias e antioxidantes, como 
não foi feito o tratamento do canal radicular e o patógeno esteve presente, esses 

períodos mostraram exacerbação da inflamação na região periapical associadas a 
destruição óssea e necrose. 

Embora alguns trabalhos tenham encontrado danos causados pela oxidação 
de biomoléculas ou a expressão de algumas enzimas redox, destacando o stress 

oxidativo na patogênese das lesões periapicais (Dezerega et al., 2012; Vengerfeldt et 

al., 2017; Jakovljecic et al., 2018; Georgiou et al., 2021), esse é o primeiro que 
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caracteriza e descreve as respostas oxidativas e antioxidantes durante a infecção 

endodôntica ao longo do desenvolvimento da lesão periapical, buscando entender 
sua dinâmica, vias de ativação e respostas celulares. 

 
CONCLUSÃO 

A progressão da lesão periapical foi acompanhada da expressão das enzimas 

oxidantes e antioxidantes de forma dinâmica. Pode-se observar, ainda, o aumento da 
expressão gênica de oxidantes e a regulação compensatória dos antioxidantes nos 

períodos iniciais do desenvolvimento da lesão periapical e a exposição prolongada de 
ROS, observadas pela imunomarcação, nas lesões crônicas. O aumento da expressão 

de iNOS após 21 e 42 dias apresentou correlação com o tamanho das lesões 
periapicais. A marcação de iNOS, aos 42 dias, parece estar associada à destruição 

óssea e cementária, sugerindo o importante papel da atividade redox como 
mecanismo de defesa e na patogênese das lesões periapicais. 
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CAPÍTULO 2 - RELAÇÃO ENTRE ATIVIDADE REDOX E ARMADILHAS EXTRACELULARES DE 

NEUTRÓFILOS NA GÊNESE E DESENVOLVIMENTO DA LESÃO PERIAPICAL 

 
INTRODUÇÃO 

A patogênese da periodontite apical é complexa uma vez que sua etiologia é 
polimicrobiana com predominância de micro-organismos Gram-negativos, os quais 

estimulam uma intensa reação de defesa do hospedeiro na tentativa de limitar a 
infecção (Stashenko et al., 1989; 1990; Čolić et al., 2009; AAE, 2020; Galler et al., 

2021). Com a persistência dessa infecção ocorre o estabelecimento de um processo 

inflamatório crônico associado a reabsorção óssea e cementária (Čolić et al., 2009; 
Karamifar et al., 2020; Cavalla et al., 2009; al., 2021; Galler et al., 2021; Goldman et 

al., 2021). 
Os neutrófilos são as primeiras células a chegar no local da infecção na 

tentativa de eliminar os patógenos por meio da fagocitose, a partir da geração rápida 
e massiva de espécies reativas de oxigênio (ROS), pelo oxidative burst, e da 

liberação de enzimas a partir de seus grânulos (Alberts et al., 2014; Galli et al., 
2011; Uribe-Querol e Rosales, 2020; Burn et al., 2021). Além da atividade 

antimicrobiana, as ROS atuam como moléculas mensageiras em vias de sinalização e 
regulam fatores de transcrição pró e anti-inflamatórios (Balaban et al., 2005; 

Senoner e Dichtl, 2019; Sies et al., 2022). Apesar de serem geradas para proteger o 
hospedeiro, a formação exagerada e/ou prolongada de ROS leva ao stress oxidativo, 

resultando na oxidação de biomoléculas, desencadeando alterações nas funções 
celulares e danos nos tecidos e na exacerbação da inflamação (Fois et al., 2018; 

Daenen et al., 2019; Forman e Zhang, 2021; Sies et al., 2022). Por isso, o corpo 
possui sistemas antioxidantes na tentativa de manter os níveis de ROS ideais para 

desempenhar seu papel na defesa do hospedeiro (Balaban et al., 2005; Senoner e 
Dichtl, 2019; Sies et al., 2022). Ainda, no tecido pulpar, as ROS também são 

encontradas, produzidas em níveis fisiológicos, e mediadas por células dentárias 

para promover reparo. Porém, em níveis elevados, possuem efeitos deletérios que 
promovem a morte celular pulpar ou necrose desse tecido (Duncan e Cooper, 2020; 

Gallorini et al., 2021; Zhang et al., 2021).  Alguns estudos mostraram a 
participação do stress oxidativo no desenvolvimento de lesões periapicais 
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(Inchingolo et al., 2013; Hernández-Ríos et al., 2017; Jakovljevic et al., 2018; 

Loureiro et al., 2021; Zivanovic et al., 2021; Loureiro et al., 2022), estando associado 
à dor e reabsorção óssea (Vengerfeldt et al., 2017). Adicionalmente, um estudo 

recente demonstrou, por meio de análise proteômica, menores níveis de proteínas 
relacionadas ao stress oxidativo em abscessos apicais agudos em comparação a 

amostras de dentes com periodontite apical crônica (Loureiro et al., 2022). 

Adicionalmente, a liberação de armadilhas extracelulares de neutrófilos 
(NETs) é uma outra estratégia antimicrobiana, atuando como barreira física aos 

patógenos e também na resolução de infecções (White et al., 2016; Brinkmann, 
2018; Thiam et al., 2020). A formação de NETs pode ser estimulada por vários sinais 

moleculares internos, dentre eles ROS, e/ou derivados de patógenos (Fokam e 
Hoskin, 2020; Hidalgo et al., 2022; Morris et al., 2022). Além disso, as ROS 

participam da maioria de cascatas de reações envolvidas no processo de formação 
de NETs, chamado NETose (Stoiber et al., 2015; Al-Shehri; 2021; Hidalgo et al., 

2022; Morris et al., 2022). As NETs, resultam da extrusão das cadeias de DNA dos 
neutrófilos associadas a histonas e proteínas granulares, como mieloperoxidase 

(MPO), elastase de neutrófilos (NE), catepsina G, lisozimas, proteinase-3, 
defensinas, calprotectina, catelicidinas (Brinkmann, 2018; Burgener e Schroder, 

2020; Tan et al., 2021). Esses componentes citotóxicos e oxidantes presentes em 
suas extensões, têm papel antimicrobiano, mas também intensificam a resposta 

inflamatória (Fousert et al., 2020; Singhal e Kumar et al., 2022). Pois, respostas 
imunológicas desequilibradas, podem resultar na liberação desregulada de NETs 

causando danos ao hospedeiro (Fousert et al., 2020;  Singhal e Kumar, 

2022; Huang e O'Sullivan, 2022). 
Na Odontologia, alguns estudos relacionaram a formação das NETs com a 

inflamação periodontal, podendo estar associada à gravidade da doença periodontal 
(White et al., 2016; Vitkov et al., 2017; Kumar et al., 2018; Kaneko et al., 2018; 

Magán-Fernández et al., 2019, 2020; Moonen et al., 2020; Vitkov et al., 2021; Wang 
et al., 2021). Na Endodontia, poucos estudos objetivaram avaliar as NETs no 

contexto das patologias pulpares e periapicais destacando as armadilhas como 
possíveis marcadores e/ou alvo terapêuticos (Cooper et al., 2017; Holder et al., 

2019; Duncan e Cooper, 2020; Fujii et al., 2021; Contreras et al., 2023). Um estudo 
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do nosso grupo de pesquisa avaliou a participação das armadilhas extracelulares de 

neutrófilos durante a formação e progressão de lesões periapicais em camundongos. 
Os resultados deste estudo permitiram evidenciar a presença das armadilhas 

extracelulares de neutrófilos nas lesões periapicais, especialmente nos períodos 
tardios de avaliação, concomitantemente com maior número de neutrófilos. 

Adicionalmente, as proteínas PAD4 e CTSG também estiveram presentes durante a 

progressão da lesão periapical, sugerindo ação na degradação tecidual, 
potencializando a resposta inflamatória e a progressão da lesão periapical (Massoni, 

2023). 
Desse modo, o importante papel, tanto das NETS como das ROS, 

foi evidenciado em diferentes patologias (Jayaprakash et al., 2015; Hirschfeld et al., 
2017; Schönrich et al., 2020; Mingoti et al., 2022). Estudos têm demonstrado que o 

influxo sustentado de neutrófilos e a liberação persistente de NETs estão 
relacionados a várias condições inflamatórias (Euler et al., 2019; Huang et al., 2020; 

Lai et al., 2023) como sepse (Denning et al., 2019; Silva et al., 2021; Zhang et al., 
2023), lesões pulmonares (Lefrançais et al., 2018; Uddin et al., 2019; Scozzi et al., 

2022) e doenças autoimunes (Fresneda et al., 2021; Wang et al.,2022). Além disso, 
a produção excessiva de ROS/RNS esteve relacionada a doenças cardiovasculares 

(Steven et al., 2019; Chang et al., 2020; Donia e Khamis, 2021; Krzemińska et al., 
2022; Hou et al., 2023), diabetes mellitus (Rendra et al., 2019; Yaribeygi et al., 

2020; Ramos-Riera et al., 2023), lesões pulmonares (Xu et al., 2020; Zuo e 
Wijegunawardana, 2021; Barnes, 2022) e doenças autoimunes (Smallwood et al., 

2018; Wójcik et al., 2021; He et al., 2022). 

Tendo em vista a relevante atuação das ROS e a ativação de neutrófilos para 
liberação de NETs em patologias inflamatórios sistêmicos, além do papel isolado de 

ROS e NETs em patologias bucais, estudos são necessários para evidenciar a relação 
entre a expressão de espécies reativas de oxigênio e antioxidantes e a liberação das 

armadilhas extracelulares de neutrófilos na patogênese da lesão tecidual periapical. 
 

PROPOSIÇÃO 

Objetivo Geral 

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a relação espécies reativas de 
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oxigênio e antioxidantes e a liberação de NETs na formação e desenvolvimento de 

lesões periapicais induzidas experimentalmente em camundongos wild-type (WT). 
 

Objetivos Específicos 

- Análise microscópica para descrição das características do canal radicular e das 

regiões apical e periapical, para contagem de neutrófilos e histomorfometria para 

mensuração das áreas correspondentes às lesões periapicais, por meio de 
coloração em hematoxilina e eosina (HE); 

- Avaliação microscópica da formação de NETs, por meio da co-localização da 
elastase de neutrófilo (NE) com a histona H3 citrulinada (H3Cit) e também por 

meio da mieloperoxidase (MPO) com a histona H3 citrulinada (H3Cit), e para 
avaliação do stress oxidativo, por meio da marcação para as enzimas oxidantes 

mieloperoxidase (MPO) e óxido nítrico sintase (iNOS) e antioxidantes, superóxido 
dismutase (SOD), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT), por meio de imuno- 

histoquímica; 
- Relacionar a quantidade de neutrófilos e marcadores de oxidantes/antioxidantes e 

de NETs por meio da técnica de imuno-histoquímica; 
- Avaliar a expressão gênica de MPO, iNOS, SOD, GR, CAT, NE e H3Cit por meio da 

técnica de qRT-PCR. 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

Inicialmente, foi realizado cálculo amostral para definição do número de 
animais. Em seguida, o projeto foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da 
Universidade de São Paulo - FORP/USP (Processo nº 0009/2021 - ANEXO A). Todos 
os procedimentos realizados nos animais foram conduzidos de acordo com o guia 
ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) para estudos em 
animais (Kilkenny et al., 2010; Percie du Sert et al., 2020) e guia PRIASE 2021 para 
estudos em Endodontia (Nagendrababu et al., 2021). Os cuidados com o bem-estar 
dos animais seguiram as normas e princípios éticos adotados pela CEUA/FORP-USP e 
as Resoluções Normativas do Conselho Nacional do Controle de Experimentação 
Animal (CONCEA), regulamentadas pela Constituição Federal Brasileira na Lei n o 
11.794 de 8 de outubro de 2008. 
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Obtenção das amostras  
Procedimentos Operatórios 

Foram utilizados 42 camundongos wild-type (WT) machos que apresentaram 
como background a linhagem C57BL/6, com 6 a 8 semanas de idade, pesando em 
média 20 gramas, provenientes do Biotério Central da Universidade de São Paulo 
(USP) – Campus de Ribeirão Preto. Os animais foram mantidos no Biotério I da 
FORP/USP com ração padrão e livre acesso à água. Para cada período experimental 
de 0, 2, 5, 7, 21 e 42 dias foram utilizados 7 animais para todas as análises. 
Enquanto no período experimental inicial (dia 0) os dentes estavam hígidos (sem 
indução de lesão periapical), nos períodos subsequentes (2, 5, 7, 21 e 42 dias) todos 
os animais tiveram lesão periapical induzida. 

A Figura 24 demonstra a divisão dos grupos utilizados, bem como períodos 
experimentais, o número de animais e as análises que foram realizadas em cada 

grupo. 
 
Figura 24. Descrição da divisão dos grupos, períodos experimentais, número de animais para cada 
grupo e as análises que foram realizadas. LP = lesão periapical. qRT-PCR= reação em cadeia da 
polimerase em tempo real. HE= hematoxilina e eosina. 

 
 

Indução das lesões periapicais 
A indução de lesão periapical foi realizada em todos os animais dos grupos 

nos tempos experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias. A indução foi realizada de acordo 

com método já empregado em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Silva 
et al., 2012; Bezerra da Silva et al., 2014; Oliveira et al., 2015; De Rossi et al., 2016; 

Barreiros et al., 2018; Pucinelli et al., 2022). 
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Inicialmente, os animais foram anestesiados por injeção intramuscular na 

coxa traseira com Ketamina (150 mg/Kg de peso corporal) e Xilazina (7,5 mg/Kg de 
peso corporal). Em seguida, imobilizados em uma mesa de retração da mandíbula, 

de forma que permaneceram com a boca aberta para adequada visualização dos 
molares inferiores (esquerdo e direito). Então foi realizada a abertura coronária com 

o auxílio de uma broca esférica em baixa rotação (nº ¼ - KG Sorensen, São Paulo, 

Brasil), montada em motor de baixa rotação e contra-ângulo (Dabi Atlante 
Equipamentos Odontológicos, Ribeirão Preto, Brasil) para acesso aos canais 

radiculares. O tecido pulpar dos primeiros molares inferiores foi exposto à cavidade 
bucal e a polpa radicular foi removida parcialmente com uma lima endodôntica tipo K 

número 8 (Maillefer S/A, Suíça). Os dentes não receberam selamento coronário. 
Decorridos os períodos experimentais de 0, 2, 5, 7, 21, e 42 dias, os animais 

foram anestesiados e eutanasiados em câmara de gás carbônico (CO2), sendo as 

mandíbulas dissecadas para o processamento histotécnico e análise por biologia 

molecular. 
 

Processamento Histotécnico e Avaliação Microscópica 
Para a realização da análise microscópica em hematoxilina e eosina (HE) e 

imunomarcação foram utilizadas as hemi-mandíbulas direitas dos animais em todos 
os períodos de avaliação. 

Assim, as amostras foram fixadas por imersão em formol tamponado a 10% 
por 24 horas à temperatura ambiente e, em seguida, lavadas por, aproximadamente, 

4 horas em água corrente. Em seguida, para a desmineralização, as peças foram 
mantidas na solução à base de EDTA a 4,13%, à temperatura ambiente, trocada 

semanalmente, até sua completa desmineralização que ocorreu, em média, após 30 
dias. O grau de desmineralização das estruturas mineralizadas foi testado por meio 

da penetração de uma agulha nos tecidos, para verificação da sua consistência. Após 
a desmineralização, as peças foram submetidas ao processamento histotécnico de 

rotina, sendo lavadas em água corrente por 2 horas, desidratadas em álcool de 
concentrações crescentes (70%, 80%, 95% por 45 minutos cada; 2 trocas de 100% 

por 45 minutos cada e 1 troca de álcool 100% pernoite), diafanizadas em xilol (3 
banhos de 40 minutos) e incluídas em parafina. 
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Os blocos contendo os dentes foram cortados longitudinalmente em 

micrótomo (Leica RM2145; Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) no 
sentido mésio-distal. Cortes seriados de 4μm foram obtidos em toda a extensão 

da lesão periapical. Por amostra, foram obtidas de 5 a 15 lâminas, com 3 cortes 
em cada lâmina. A indução da lesão periapical e o processamento histotécnico 

estão esquematizados na Figura 25. 
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Figura 25. Fluxograma ilustrando a indução da lesão periapical e o processamento histotécnico. 
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Os cortes de cada grupo experimental e controle foram corados com HE, 

submetidos à análise em microscopia óptica convencional para descrição do canal 
radicular e das regiões apical e periapical. Assim, foram selecionados os cortes que 

apresentaram a raiz distal dos primeiros molares inferiores mostrando 
simultaneamente os terços coronário, médio e apical do canal radicular, o forame 

apical e o osso alveolar. Essa análise objetivou uma descrição dos aspectos 

microscópicos envolvidos no desenvolvimento da lesão periapical, assim como a 
realização de possíveis correlações com os resultados obtidos na imuno-histoquímica. 

Além disso, esses cortes tiveram função metodológica, uma vez que os cortes 
utilizados para a imunomarcação foram escolhidos após análise dos cortes corados 

com HE. 
 

Análise Microscópica Descritiva do Conteúdo do Canal Radicular e das 

Regiões Apical e Periapical 

Para essa análise, foi utilizado o microscópio Axio Imager.M1 (Carl Zeiss 
MicroImaging GmbH, Göttingen, Alemanha), com câmera AxioCam MRc5 acoplada 

(Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Alemanha) e realizada por um único 
avaliador experiente, sem conhecimento prévio do grupo a ser analisado. As 

características das regiões apicais e periapicais de cada grupo foram descritas e 
classificadas e classificadas de acordo com os seguintes parâmetros avaliados (Silva 

et al., 2010; Silva et al., 2012): 
- Tecido pulpar: com aspecto de normalidade, alteração suave do tecido (necrose 

parcial), necrose moderada no tecido ou necrose severa (necrose total da polpa). 

- Infiltrado inflamatório do ligamento periodontal: ausente, suave, moderado e 

severo. 
- Espessura do ligamento periodontal apical: normal, aumento suave, moderado e 

severo. 
- Osso alveolar: ausência de reabsorção/presença de reabsorção. 

- Cemento apical: ausência de reabsorção/presença de reabsorção. 

 

Contagem de neutrófilos 

Nos espécimes corados com HE, também foi realizada a contagem do 
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número de neutrófilos. A contagem foi realizada na região central da lesão periapical, 

em um campo microscópico de aproximadamente 0,01mm². Os neutrófilos foram 
identificados com base nas suas características morfológicas, de células escuramente 

coradas com núcleos multilobulados em formato de ferradura (De Rossi et al., 2008; 
da Silva et al., 2012) em microscopia de luz convencional com o auxílio do 

microscópio Axio Imager.M1 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Alemanha), 

com câmera AxioCam MRc5 acoplada (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, 
Alemanha) no aumento de 40x. Para a captura das imagens, foi utilizado o software 

de análise de imagens ZEN 3.4 (Zeiss ZEN lite). Os resultados foram expressos em 
número de células. 

 
Mensuração das Lesões Periapicais 

Foi realizada a avaliação morfométrica das lesões periapicais nos espécimes 
corados em HE com o auxílio do microscópio Axio Imager.M1 no aumento de 10x 

(Silva et al. 2019). As imagens foram transferidas para o software Image J (National 
Institutes of Healf, Betheseda, EUA), onde as áreas das lesões periapicais foram 

delineadas e medidas em mm2. A delimitação da lesão excluiu as estruturas intactas 

(ligamento periodontal, cemento e osso alveolar). 

 
Imuno-histoquímica 

As reações de imuno-histoquímica foram realizadas por meio da técnica da 
imunoperoxidase para marcação de elastase de neutrófilo (NE) e histona H3 (H3Cit) 

e para do stress oxidativo, com marcação para as enzimas oxidantes mieloperoxidase 
(MPO) e óxido nítrico sintase (iNOS) e antioxidantes, superóxido dismutase (SOD), 

glutationa redutase (GR) e catalase (CAT). 
Os cortes histológicos foram desparafinizados, sendo os epítopos antigênicos 

recuperados com calor utilizando tampão citrato (pH=6,0) ativado em forno de 
micro-ondas (cinco vezes de 10 segundos). Após retornarem à temperatura 

ambiente, as lâminas foram lavadas 2 vezes por 10 minutos com PBS e 1 vez com 
solução PBS/Triton a 0,5% (Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, EUA), pelo 

mesmo período. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com peróxido de 
hidrogênio a 3%, por 20 minutos. A seguir, as lâminas foram novamente lavadas 
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com PBS e PBS/Triton conforme descrito anteriormente. 

O bloqueio das ligações inespecíficas foi realizado com solução de 1% BSA 
(albumina de soro bovino)/PBS, por 30 minutos. A seguir, as lâminas foram 

incubadas overnight em geladeira com os anticorpos primários (Quadro 3) diluídos 
em BSA 1%. Após retornarem à temperatura ambiente, as lâminas foram novamente 

lavadas e incubadas com anticorpo secundário biotinilado adequado, por 1 hora à 

temperatura ambiente. Depois de nova lavagem, foi colocado o complexo avidina- 
biotina-peroxidase (ABC kit, Vecstain; Vector Laboratories Inc.) por 30 minutos. A 

seguir, as lâminas foram lavadas com PBS e PBS/Triton e foi efetuada a revelação da 
reação com solução de diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich Corporation, Saint 

Louis, EUA) e H2O2 a 3% em PBS por 1 minuto. As lâminas foram contra-coradas 

com Hematoxilina de Harris por 10 segundos, lavadas em água corrente, lavadas em 

água amoniacal por 30 segundos, lavadas em água corrente, diafanizadas, 
desidratadas e montadas. 

Para análise dos marcadores oxidantes (MPO e iNOS) e antioxidantes (SOD, 
CAT e GR), os resultados foram expressos de maneira qualitativa, levando-se em 

consideração a presença/ausência da marcação por meio de escores (0: ausência de 

marcação; 1: marcação suave; 2: marcação moderada e 3: marcação intensa) e a 
localização das marcações. 

Para a visualização da formação de NETs, foi realizada a co-localização 
imuno-histoquímica dos marcadores da elastase de neutrófilos com a histona H3 

citrulinada, como também da mieloperoxidase com histona H3 citrulinada. Para isso, 
foi feita a coloração imuno-histoquímica desses marcadores em cortes subsequentes 

da mesma lâmina, buscando evidenciar a co-localização de ambos os marcadores 
(Berger-Achituv et al., 2013; Bertasso et al., 2020; Polanco et al., 2021). Essa análise 

foi realizada em aumentos de 10x, 40x e 100x (Gonçalves et al., 2012). No aumento 
de 10x, foram escolhidas as áreas que apresentavam maior quantidade de células 

imunomarcadas. No aumento de 40x, foram capturadas imagens representativas de 
cada espécime com o auxílio do software de análise de imagens ZEN 3.4 (Zeiss ZEN 

lite) para realizar a marcação e contagem extracelular de cada marcador (destacados 
com pontos vermelhos a marcação de MPO e NE e amarelos a da histona). As 

imagens subsequentes foram sobrepostas com auxílio do software Adobe Photoshop 
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(Adobe Systems Incorporated) e o número de pontos sobrepostos positivos para 

marcação extracelular foi contado. Os resultados expressos em número de pontos 
sobrepostos por espécime. No aumento de 100x, foram fotografadas regiões da 

lesão periapical representativas, evidenciando marcações extracelulares e formação 
das armadilhas extracelulares de neutrófilos. Todas as análises foram realizadas por 

um único avaliador experiente, sem conhecimento prévio do grupo a ser analisado 

utilizando um microscópio Axio Imager. M1 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 
Göttingen, Alemanha) sob luz convencional. 
 
Quadro 3. Anti-corpos utilizados e suas respectivas diluições e especificações para as reações de 
imuno-histoquímica. 

 
 
Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR) 

Foram utilizadas as hemi-mandíbulas esquerdas de todos os animais em 
todos os períodos. 

 

Extração de RNA total 

As hemi-arcadas foram submetidas à extração de RNA usando o protocolo do 
fabricante do kit PureLink RNA Mini Kit (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA). A quantidade de RNA extraído foi estimada com o auxílio do NanoDrop One 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE). 
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Síntese de cDNA 
A partir de 1µg de RNA total foi confeccionada a fita de DNA complementar 

(cDNA) por uma reação de transcrição reversa, baseado no protocolo proposto pelo 
fabricante do kit High Capacity (Applied Biosystems, Foster City, California, EUA). 
 
Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR) 

A reação de amplificação de cada gene foi constituída por primers específicos 
de cDNA, sonda fluorescente específica, o sistema de fluorescência TaqMan (Applied 

Biosystems®, Foster City, CA, EUA), e reagente MasterMix (Applied Byosistems). A 
expressão dos genes gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (Gapdh) e β-actina (Actb) 
foi analisada como genes constitutivos (housekeeping). Com esta técnica, foi 
avaliada a expressão de RNAm de elastase de neutrófilo (NE) e histona H3 (H3Cit) e 
para do stress oxidativo, com marcação para as enzimas oxidantes mieloperoxidase 
(MPO) e óxido nítrico sintase (iNOS) e antioxidantes, superóxido dismutase (SOD), 
glutationa redutase (GR) e catalase (CAT) (Quadro 4). 
 

Quadro 4. Descrição dos genes utilizados para a reação em cadeia da polimerase em tempo real. 

 
 

A análise quantitativa da expressão de RNAm foi realizada por meio do 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems®, Foster City, CA, 

EUA), sob condições de 95°C (2 minutos), seguidas por 40 ciclos de 95°C (1 

segundo) e 60°C (20 segundos). As reações foram realizadas em duplicata para cada 
amostra. Após a amplificação das amostras, a quantificação relativa foi realizada por 

meio do método 2-ΔΔCt. 
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Análise Estatística 

A comparação da extensão da área da lesão periapical e da quantidade de 
neutrófilos entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de 

Dunn e dos resultados da imuno-histoquímica pelo teste de Kruskal-Wallis e pós- 
teste de Dunn e de Mann-Whitney, por meio do programa computacional GraphPad 

Prism 9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). 

A inferência e os testes de hipótese dos dados da expressão gênica foram 
realizados através do ANOVA com pós teste utilizando contrastes ortogonais 

assumindo e considerando a normalidade dos resíduos, para este caso foi utilizado o 
software SAS/STAT® em sua versão online (Van Rossum e Drake, 2013; 

Montgomery, 2017). O nível de significância adotado para todas as análises foi de 
5%. 

 

RESULTADOS 

Análise Microscópica Descritiva do Conteúdo do Canal Radicular e das Regiões 

Apical e Periapical 

No grupo de dentes hígidos sem indução de lesão periapical, o tecido 
pulpar se apresentava sadio e o ligamento periodontal se encontrava com aspecto 

de normalidade, tanto na espessura como em suas características, com ausência 
de infiltrado inflamatório. A média da área do ligamento periodontal foi de 

0,03mm2, compatível com um tecido saudável. Além disso, as superfícies 

cementária e osso alveolar estavam regulares e íntegras. 
Após 2 dias da indução da lesão periapical, o tecido pulpar se mostrava 

alterado, já com necrose parcial e o ligamento periodontal apresentava espessura 

normal, com infiltrado inflamatório suave e apresentando média de 0,04mm2. O 

osso alveolar e a superfície cementária apresentavam com ausência de 

reabsorções. 
No grupo de 5 dias, o tecido pulpar também se encontrava alterado, com 

necrose parcial. Porém, o ligamento periodontal se apresentava variando de 

normal a aumentado, com infiltrado inflamatório suave. A média da extensão da 

área apical foi de 0,06mm2. Foi observada ausência de reabsorção do osso 

alveolar e da superfície cementária. 
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No período de 7 dias, o tecido pulpar já se encontrava totalmente 

necrosado. O ligamento periodontal estava suave e moderadamente aumentado, 

com infiltrado inflamatório de suave a moderado. A média da lesão foi 0,09mm2. 

O osso alveolar e a superfície cementária apresentaram ausência de reabsorção. 

Aos 21 dias, o tecido pulpar estava totalmente necrosado e a espessura 
do ligamento periodontal moderadamente ou severamente aumentado, com 

infiltrado inflamatório, moderado ou severo. A média da lesão periapical foi de 

0,14mm2. O osso alveolar apresentava presença de reabsorção. Entretanto, foi 

observada ausência de reabsorção na superfície cementária. 

Após 42 dias, todos os espécimes apresentavam o tecido pulpar 
totalmente necrosado. O ligamento periodontal se apresentava severamente 

aumentado, com infiltrado inflamatório também severo. A média do tamanho da 

lesão periapical progrediu apresentando 0,22mm2. Tanto o osso alveolar, como a 
superfície cementária apresentavam reabsorção. 

A Figura 26 ilustra as imagens representativas obtidas após análise em HE 

dos grupos controle (hígido) e dos grupos experimentais que demonstram a 
progressão da lesão periapical ao longo dos tempos experimentais de 2, 7, 14, 21 

e 42 dias. 
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Figura 26. Fotomicrografias representativas após coloração com HE das amostras provenientes do 
grupo controle (dente hígido – A) e dos grupos experimentais nos diferentes períodos de 2 dias (B), 5 
dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) após a indução de lesão periapical em dentes de 
camundongos. 

 
 

De uma maneira geral, os resultados obtidos na análise microscópica 

descritiva permitiram evidenciar que: 
- Os períodos iniciais de 2 e 5 dias apresentavam necrose pulpar parcial e a partir 

dos 7 dias a havia necrose total da polpa. 
- A partir dos 2 dias, houve aumento progressivo do espaço do ligamento 

periodontal, de normal até severamente aumentado aos 42 dias. 

- Infiltrado inflamatório na região periapical aumentou progressivamente, presente 

aos 2 dias de forma leve até severo aos 42 dias. 
- A reabsorção óssea esteve presente a partir dos 21 dias. 

- A reabsorção cementária esteve presente apenas aos 42 dias. 

 
Contagem de neutrófilos 

A Figura 27 representa os dados obtidos ao longo do tempo, nos diferentes 
períodos experimentais, com relação ao número de neutrófilos. Os períodos de 21 e 

42 dias apresentaram maior quantidade de neutrófilos, com diferença 
estatisticamente significante quando comparados com o grupo controle (p<0,05) e 

aos demais períodos de 2, 5 e 7 dias após indução da lesão periapical (p<0,05). 
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Figura 27. Representação gráfica do número de neutrófilos na região periapical nos períodos 
experimentais de 0, 2, 5, 7, 21 e 42 dias. Asterisco (*) significa diferença estatística significativa entre 
o grupo controle e o de 21 e 42 dias (p<0,05). Hashtag (#) significa diferença significativa entre os 
grupos iniciais de 2, 5 e 7 dias e os de 21 e 42 dias (p<0,05). 

 
 
Mensuração das Lesões Periapicais 

A análise morfométrica das lesões periapicais nos diferentes períodos 

experimentais permitiu evidenciar um aumento gradativo do tamanho ao longo do 
tempo. A área da lesão periapical apresentou aumento estatisticamente significativo 

a partir dos 5 dias (p=0,01), em comparação ao grupo controle, progredindo nos 
períodos de 7, 21 e 42 dias também com diferença estatística significativa em relação 

ao grupo controle (p≤0,0001). O período de 42 dias apresentou o maior tamanho da 
lesão, com diferença significativa de todos os outros grupos (p<0,0001) (Figura 28). 
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Figura 28. Representação gráfica da comparação entre o grupo controle e os períodos experimentais 
de 2, 5, 7, 21 e 42 dias com relação à àrea das lesões periapicais. Diferença estatisticamente 
significante entre o controle e os dias 5, 7, 21 e 42 (p<0,05) e entre 21 e 42 dias (p<0,0001). 

 
 

Imuno-histoquímica 

Imunomarcação de NETs (MPO+H3Cit) 

A co-localização imuno-histoquímica das enzimas mieloperoxidase (MPO) e 
histona H3 citrulinada (H3Cit) aumentou ao longo dos períodos experimentais, 

presente próximo ao forame apical e no ligamento periodontal nos períodos de 2, 5 
e 7 dias, sendo observado maior sobreposição desses marcadores nos grupos de 21 

e 42 dias nas lesões periapicais (Figura 29). 
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Figura 29. Fotomicrografias representativas da expressão dos marcadores MPO e H3Cit em cortes 
subsequentes na lesão periapical nos dias 0 (A), 2 (B), 5 (C), 7 (D), 21 (E) e 42 (F) (aumento de 40x. 
As marcações em vermelho indicam MPO extracelular e as marcações amarelas indicam H3Cit 
extracelular. A sobreposição de ambos os marcadores indicam regiões de co-localização, sugerindo a 
formação de armadilhas extracelulares de neutrófilos. 

 
 

Foi observada a co-localização da proteína enzimática MPO e histona H3 
citrulinada, marcadas no meio extracelular como demonstrado na Figura 30. 
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Figura 30. Fotomicrografia representativa para evidenciar a marcação extracelular (setas pretas). (A) 
imunomarcação de MPO. (B) imunomarcação de H3Cit, presentes na lesão periapical aos 42 dias 
(aumento de 100x). 

 
 

Observou-se diferença estatística entre os períodos (p=0,0049) pelo teste 

de Kruskal-Wallis e entre o grupo controle e o de 42 dias (p<0,05) com o pós-teste 
de Dunn. Quando comparado dois a dois, pelo teste de Mann Whitney, houve 

diferença estatisticamente significante entre o grupo controle e os grupos de 21 e 42 
dias (p=0,0265), entre o grupo de 42 dias e os de 2, 5 e 7 dias (p<0,05) e entre o 

grupo de 21 dias e o de 5 e 7 dias (p<0,05). 
 

Imunomarcação de NETs (NE+H3Cit) 

Foi observada a co-localização das enzimas elastase de neutrófilos (NE) e 

histona H3 citrulinada (H3Cit) no ligamento periodontal e na lesão periapical nos 
períodos de 5 dias, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. Não houve co- 

localização desses marcadores nos períodos de 2 e 7 dias. 

Houve diferença estatística significativa entre os períodos (p=0,0247) pelo 
teste de Kruskal-Wallis. Quando comparados dois a dois, pelo teste de Mann 

Whitney, observou-se diferença entre o grupo controle e o de 21 (p=0,0319) e 42 
dias (p=0,0207). Além disso esses grupos (21 e 42 dias) também apresentaram 

diferença dos grupos de 2 e 7 dias (p˂0,05). Os demais períodos não foram 
estatisticamente diferentes entre si. 

Os achados microscópicos observados na imuno-histoquímica para esses 
marcadores estão representados na Figura 31. 
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Figura 31. Fotomicrografias representativas da expressão dos marcadores NE e H3Cit em cortes 
subsequentes na lesão periapical nos dias 0 (A), 2 (B), 5 (C), 7 (D), 21 (E) e 42 (F) (aumento de 40x. 
As marcações em vermelho indicam NE extracelular e as amarelas indicam H3Cit extracelular. A 
sobreposição de ambos os marcadores indicam regiões de co-localização, sugerindo a formação de 
armadilhas extracelulares de neutrófilos. 

 
 

Imunomarcação das enzimas oxidantes (MPO e iNOS) 

A mieloperoxidase (MPO) esteve presente em todos os grupos, sendo 

encontrada e no ligamento periodontal de forma leve no grupo controle (dente 
hígido) e nos períodos iniciais (2, 5 e 7 dias) (Figura 32A-D). Foi observada marcação 

significativamente maior nos períodos de 21 e 42 dias em relação aos demais grupo 
(p<0,05), sendo a marcação nesses períodos crônicos moderada no forame apical e 

na lesão periapical (Figura 32E e 32F). 
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Figura 32. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti- 
mieloperoxidase de amostras provenientes do grupo controle (dente hígido – A) e dos grupos 
experimentais nos diferentes períodos de 2 dias (B), 5 dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) 
após a indução de lesão periapical em camundongos. 

 
 

A imunomarcação de óxido nítrico sintase (iNOS) esteve presente em todos 

os períodos experimentais. Observou-se que a marcação aumentou ao longo do 
tempo, sendo no grupo controle (dente hígido) e de 2 dias leve a moderada no terço 

apical do canal radicular e ao longo do ligamento periodontal (Figura 33 A e B). No 
grupo de 5 dias, a marcação se apresentou leve a severa próximo ao forame apical, 

no ligamento periodontal e próximo ao osso alveolar (Figura 33C). Já aos 7 dias, a 
marcação foi moderada no ligamento periodontal e próximo ao osso alveolar (Figura 

33D). Nos períodos mais tardios (21 e 42 dias), as células presentes na lesão 

periapical e próximas ao osso alveolar dos grupos estavam marcadas de forma 
moderada a severa (Figura 33 E e F). 
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Quando comparados os grupos dois a dois pelo teste de Mann Whitney, o 

período do dia 5 apresentou diferença estatística significativa do grupo de 2 (p=0,05) 
e 7 dias (p=0,01) e o grupo de 7 dias foi diferente do período de 42 dias (0,03). 

 
Figura 33. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti-óxido nítrico 
sintase induzível de amostras provenientes do grupo controle (dente hígido – A) e dos grupos 
experimentais nos diferentes períodos de 2 dias (B), 5 dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) 
após a indução de lesão periapical em camundongos. 

 
 

Imunomarcação das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GR) 

A marcação de superóxido dismutase (SOD) esteve presente em todos os 

grupos, sendo predominantemente leve, mas também foi encontrada de forma 

moderada, tanto no terço apical do canal radicular como no ligamento periodontal 
dos grupos Controle e de 2 dias (Figura 34 A e B). Aos 5 e 7 dias, a marcação foi 

leve a moderada no terço apical do canal radicular e na região apical (Figura 34 C e 
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D). Aos 21 e 42 dias, embora tenha sido observada algumas marcações leves, a 

marcação moderada a severa foi predominante na lesão periapical (Figura 34 E e F). 
Porém, não foi observada diferença estatística entre os períodos experimentais pelo 

teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn (p>0,05). 
 
Figura 34. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti-superóxido 
dismutase de amostras provenientes do grupo controle (dente hígido – A) e dos grupos experimentais 
nos diferentes períodos de 2 dias (B), 5 dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) após a indução 
de lesão periapical em camundongos. 

 
 

A catalase (CAT) esteve presente no ligamento periodontal do grupo controle 

e no terço apical do canal radicular aos 2, 5 e 7 dias de forma moderada a severa 
(Figura 35 A-D). Aos 21 e 42 dias, a marcação também foi de moderada a severa, 

com marcações mais severas na lesão (Figura 35 E e F). Não houve diferença 
estatística entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis e pós teste de Dunn 

(p>0,05). 
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Figura 35. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti-catalase de 
amostras provenientes do grupo controle (dente hígido – A) e dos grupos experimentais nos 
diferentes períodos de 2 dias (B), 5 dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) após a indução de 
lesão periapical em camundongos. 

 
 
Observou-se a marcação de glutationa redutase (GR) de forma leve a 

moderada nos grupos controle e aos 2, 5 e 7 dias, presente no terço apical do canal 
radicular e ligamento periodontal (Figura 36 A-D). No forame apical e na lesão 

periapical dos grupos de 21 e 42 dias houve marcação predominante moderada a 
severa, apesar de algumas marcações leves também (Figura 36 E e F), não 

apresentando diferenças entre os períodos experimentais pelo teste de Kruskal-Wallis 
e pós teste de Dunn (p>0,05). 
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Figura 36. Fotomicrografias representativas após imunomarcação com anticorpo anti-glutationa 
redutase de amostras provenientes do grupo controle (dente hígido – A) e dos grupos experimentais 
nos diferentes períodos de 2 dias (B), 5 dias (C), 7 dias (D), 21 dias (E) e 42 dias (F) após a indução 
de lesão periapical em camundongos. 

 
 
De forma geral, os resultados obtidos após a realização do ensaio de imuno- 

histoquímica para formação de NETs (H3Cit+NE e H3Cit+MPO), para as enzimas 
oxidantes (MPO, iNOS) e antioxidantes (CAT, GR e SOD) permitiram evidenciar que: 

- A co-localização de NE e H3Cit esteve presente nos períodos de 5, 21 e 42 dias e 
ausente nos períodos de 2 e 7 dias. 

- A co-localização de MPO e H3Cit esteve presente em todos os períodos 
experimentais avaliados, sendo maiores nos períodos de 21 e 42 dias. 

- Todas as enzimas oxidantes e antioxidantes propostas no presente estudo 
estiveram presentes em todos os períodos experimentais avaliados. 

- A MPO (oxidante) apresentou imunomarcação preferencialmente leve tanto no 



       Capítulo 2 | 106  

grupo controle quanto nos períodos de 2, 5, e 7 dias, aumentando sua nos 

períodos de 21 e 42 dias. 
- A iNOS (oxidante) apresentou imunomarcação de leve a moderada nos grupos 

controle e 2 dias, aumentando progressivamente a intensidade de sua marcação 
nos períodos subsequentes. 

- A SOD (antioxidante) apresentou imunomarcação leve tanto no grupo controle 

quanto no período de 2 dias, aumentando a intensidade, com marcação leve a 
moderada aos 5 e 7 dias e moderada a severa aos 21 e 42 dias. 

- A CAT (antioxidante) apresentou imunomarcação de moderada a severa tanto no 
grupo controle como nos demais grupos (2, 5, 7, 1 e 42 dias). 

- A GR (antioxidante) apresentou imunomarcação leve tanto no grupo controle 
como nos grupos iniciais (2, 5 e 7 dias), aumentando sua intensidade para 

moderada a severa nos períodos de 21 e 42 dias. 
 

Expressão gênica - qRT-PCR 

Com o objetivo de avaliar a expressão de NETs, enzimas oxidantes e 

antioxidantes em função do tempo, foram coletadas amostras nos tempos 0 dia 
(controle), 2, 5, 7, 21 e 42 dias, para análise por PCR em tempo real. 

 
Marcadores de NETs (NE e H3Cit) 

A expressão gênica de elastase de neutrófilo (NE) e histona H3 (H3Cit), 
relacionados à formação de NETs, variou ao longo do tempo. Ambos os genes 

apresentaram o pico da expressão no grupo de 5 dias após a indução da lesão 

periapical. 
Com relação à NE, houve diferença estatisticamente significativa entre o 

grupo controle e os períodos de 5 e 7 dias (p<0,05). Além disso, esses períodos 
experimentais apresentaram diferença estatística do período de 42 dias (p<0,05), 

que apresentou menor expressão desse gene (Figura 37). 
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Figura 37. Representação gráfica da expressão gênica de NE para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. 

 
 

A expressão de H3Cit foi significativamente maior nos períodos de 5 e 42 
dias em comparação com o grupo controle (p<0,05). O grupo de 5 dias apresentou 

diferença estatística significativa entre todos os grupos experimentais (p<0,0001) 
(Figura 38). 
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Figura 38. Gráfico representativo da expressão gênica de H3Cit para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. 

 
 

Marcadores Oxidantes Mieloperoxidase (MPO) e Óxido Nítrico Sintase 

(iNOS) 

Foi observada maior expressão gênica da enzima oxidante MPO nos períodos 
de 5 e 21 dias após a indução da lesão periapical, com diferença estatística 

significativa em relação ao grupo controle e o período de 42 dias (p<0,05) (Figura 
39). 
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Figura 39. Gráfico representativo da expressão gênica de MPO para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. 

 
 
 

A enzima oxidante iNOS apresentou expressão significativamente maior nos 

períodos de 21 e 42 dias, quando comparada ao grupo controle (p=0,03). No grupo 
de 42 dias, houve também diferença estatística dos grupos de 2 dias (p=0,01) e 7 

dias (p=0,02) (Figura 40). 
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Figura 40. Gráfico representativo da expressão gênica de iNOS para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. 

 
 
 
Marcadores Antioxidantes Superóxido Dismutase (SOD), Glutationa 

Redutase (GR) e Catalase (CAT) 

A expressão da enzima CAT foi maior nos períodos de 5 e 21 dias, 

comparados ao grupo controle (p<0,05). Além disso, esses períodos apresentaram 
diferença estatística significativa em comparação com o grupo de 42 dias (p=0,005) 

(Figura 41). 
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Figura 41. Gráfico representativo da expressão gênica de CAT para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. 

 
 
 

Foi observada a maior expressão da enzima antioxidante SOD aos 5 e 42 

dias em relação ao grupo de dentes hígidos (p<0,05). Além disso, o grupo de 42 dias 
apresentou diferença significativa em relação aos períodos de 2 e 21 dias (p=0,01) 

(Figura 42). 
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Figura 42. Gráfico representativo da expressão gênica de SOD para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. 

 
 

A expressão de GR apresentou pico máximo aos 5 dias, com diferença 

significativa dos demais grupos (p<0,05) (Figura 43). Após esse pico, sua expressão 
diminuiu ao longo do tempo, sendo menor no período de 42 dias. 
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Figura 43. Gráfico representativo da expressão gênica de GR para os grupos controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução da lesão periapical. 

 
 

De uma maneira geral, os resultados obtidos após a análise de expressão 

gênica permitiram evidenciar que: 
- A elastase de neutrófilo teve pico aos 5 dias e a expressão foi menor aos 42 dias. 

- A H3Cit teve pico aos 5 dias e continuou aumentada aos 42 dias. 

- A GR teve pico aos 5 dias. 

- A MPO e a CAT aumentaram aos 5 e 21 dias e diminuíram aos 42 dias. 
- A SOD esteve aumentada aos 5 e 42 dias, porém aos 21 dias sua expressão 

foi diminuída. 

- A iNOS apresentou expressão maior nos períodos finais de 21 e 42 dias. 
 
 



       Capítulo 2 | 114  

DISCUSSÃO 

Evidências crescentes têm identificado o stress oxidativo juntamente com a 
inflamação crônica como potencialmente responsáveis pela patogênese de diferentes 

doenças inflamatórias e autoimunes (Forman e Zhang, 2021; Tanabe et al., 2022; 
Hou et al., 2023). 

As ROS, envolvidas no stress oxidativo, também participam da liberação de 

NETs, seja como um estímulo inicial ou como parte da via de sinalização da NETose 
Lítica (Brinkmann et al., 2004; Palmer et al., 2012; Burgener e Schroder, 2020; 

Hidalgo et al., 2022; Block et al., 2022). À semelhança das ROS, diversas patologias 
inflamatórias e autoimunes estão associadas à atividade exacerbada de neutrófilos e 

à formação de NETs (Schönrich et al., 2020; Scozzi et al., 2022; Zhang et al., 2023). 
Sabendo que a lesão periapical é consequência tanto de uma infecção, como da 

resposta inflamatória crônica progressiva, o presente estudo buscou avaliar a relação 
entre a expressão de ROS e liberação das NETs durante a formação e 

desenvolvimento das lesões periapicais. 
Para esse objetivo, foi utilizado um modelo clássico para indução de lesão 

periapical experimentalmente em camundongos, no qual a câmara pulpar foi exposta 
para contaminação pelos micro-organismos da cavidade bucal do animal (Stashenko 

e Yu, 1989; Silva et al., 2012; Bezerra da Silva et al., 2014; de Oliveira et al., 2015; 
De Rossi et al., 2016; Barreiros et al., 2018; Silva et al., 2020; Petean et al., 2022). 

Essas lesões periapicais apresentam uma fase de desenvolvimento mais rápida, ativa 
até o 15º dia após a exposição, que se estabiliza e é mais lenta a partir do 21º dia, 

com o estabelecimento de uma lesão crônica (Stashenko et al., 1994; Corotti et al., 

2009). Nossos resultados microscópicos mostraram que houve o desenvolvimento da 
lesão periapical em função do tempo, com o aumento progressivo significativo da 

espessura do ligamento periodontal a partir do 5º dia até o 42º (p<0,05) e 
características microscópicas como infiltrado inflamatório mais severo e reabsorção 

óssea e cementária nos períodos crônicos de 21 e 42 dias. 
Os neutrófilos fazem parte da resposta inflamatória inicial desencadeada por 

bactérias e seus produtos, e são os primeiros leucócitos a chegarem no local da 
infecção. A função dessas células está ligada à fagocitose, geração de MPO e ROS, 

liberação do conteúdo granular, produção de citocinas e formação de NETs. Alguns 
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trabalhos clássicos relataram o influxo de neutrófilos entre os dias 0 e 3 após a 

exposição da polpa experimentalmente (Kawashima et al., 1996; Stashenko et 
al.,1998). Porém, outros trabalhos também observaram elevada formação dessas 

células na lesão periapical crônica (Yu e Stashenko, 1987; Stashenko et al.,1998), 
sendo os neutrófilos o segundo tipo celular mais predominante aos 15, 20, 30 e 90 

dias após a indução (Stashenko et al., 1994). Renard et al. (2016) mostraram 

aumento significativo de leucócitos após 9h em lesões periapicais induzidas por LPS, 
voltando à linha de base após 3 dias da indução, no entanto, não avaliou períodos 

crônicos. Paralelamente, estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram a 
presença de neutrófilos tanto em períodos mais iniciais quanto em períodos mais 

tardios do desenvolvimento de lesões periapicais (da Silva et al., 2012; Taira et al., 
2019; Bezerra da Silva et al., 2014; De Rossi et al., 2020a; De Rossi et al., 2020b; 

Paula-Silva et al., 2020). 
Pelo acima exposto, nosso estudo avaliou períodos iniciais (2 e 5 dias), 

intermediários (7 dias) e mais tardios (21 e 42 dias) após a indução da lesão 
periapical. Os nossos resultados demonstraram maiores números de neutrófilos nos 

períodos de 21 e 42 dias, com diferença estatística entre esses períodos, assim como 
os dias iniciais de 0, 2 e 5 dias (p<0,05). Esses achados estão de acordo com dados 

recentes que ressaltam a função dos neutrófilos além da infecção aguda, visto que 
estímulos pró-inflamatórios persistentes permitem ativação contínua e longevidade 

aumentada de neutrófilos, participando também da resposta inflamatória crônica 
(Kolaczkowska e Kubes, 2013; Liew e Kubes, 2019; Rosales, 2020; Singhal e Kumar, 

2022). Hajishengallis (2019) destacou a participação dos neutrófilos como um dos 

principais atores na periodontite crônica e seus números elevados correlacionaram 
com a gravidade da periodontite. 

A ativação dos neutrófilos, na inflamação aguda e crônica, regula 
positivamente a expressão de proteinases e enzimas oxidativas para combater os 

patógenos, podendo também degradar componentes da matriz extracelular 
(Havemann e Gramse, 1984; Ujiie et al.,2007; Pu et al., 2016). Dentre as proteases, 

a elastase neutrofílica (NE) é liberada dos grânulos azurófilos de neutrófilos, podendo 
ser encontrada no exsudato periapical de pacientes sintomáticos e assintomáticos 

(Alptekin et al., 2005). A NE pode clivar uma variedade de proteínas, como a 
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elastina, proteoglicanos e colágeno (Havemann Gramsci, 1984), estando relacionada 

à reabsorção óssea e progressão das lesões periapicais (Morimoto et al., 2008; Silva 
et al., 2012). Os resultados do presente estudo corroboram esses achados, uma vez 

que, após o pico da expressão de NE aos 5 dias, o aumento do número de 
neutrófilos, e portanto, a manutenção do processo inflamatório nos períodos mais 

tardios de avaliação, esteve acompanhado da contínua presença da enzima NE e da 

progressão da destruição tecidual periapical. 
Além disso, a liberação da enzima NE pode ser resultado da degranulação, 

fagocitose ou da liberação de NETs (Castanheira e Kubes, 2019; Hidalgo et al., 2022; 
Huang e O'Sullivan, 2022). A via clássica de liberação de NETs, mais estudada e  

onhecida até o momento, é mediada pela geração de ROS, que ativam a enzima 
PAD4 e a desintegração dos grânulos com liberação tanto da NE, como também da 

enzima oxidante mieloperoxidase (MPO). A PAD4 atua descondensando a cromatina 
por meio da citrulinação das histonas (Burgener e Schroder, 2020; Tan et al., 2021) 

e a MPO e NE vão para o núcleo, auxiliando no relaxamento da cromatina 
(Papayannopoulos et al., 2010; Björnsdottir et al., 2015; Castanheira e Kubes, 2019). 

Por isso, a formação de NETs é observada pela conjugação das proteínas granulares 
dos neutrófilos (NE e MPO) e do DNA extracelular, principalmente da histona 

citrulinada H3 (H3Cit) (de Buhr e von Köckritz-Blickwede, 2016; Tan et al., 2021; 
Hidalgo et al., 2022). Nos tecidos, as NETs podem ser visualizadas pela co-

localização desses seus componentes com marcação imuno-histoquímica, seja por 
detecção cromogênica ou fluorescente (de Buhr e von Köckritz-Blickwede, 2016; Tan 

et al., 2021). Nesse sentido, avaliamos a co-expressão imuno-histoquímica dessas 

enzimas (NE e MPO) com a H3Cit na região apical e periapical ao longo do 
desenvolvimento da lesão periapical. Nos períodos de 2 e 7 dias, a formação de NETs 

não pode ser evidenciada pela co-localização de NE e H3Cit mas apresentou uma 
expressão leve, evidenciada pela co-localização de MPO e H3Cit. A marcação menor 

ou ausente de NETs nesses períodos iniciais no tecido periapical pode ter ocorrido 
pela presença de um infiltrado inflamatório mais suave nessa região em comparação 

com o encontrado no tecido pulpar, sugerindo uma maior formação de NETs no 
tecido pulpar nesses períodos. Essa hipótese pode ser corroborada pela formação de 

NETs no tecido pulpar de dentes  com  pulpite  observada  pela  co-localização  
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de  NE  e  DNA  por imunofluorescência (Holder et al., 2019). Ainda, um estudo 

recente de Contreras e colaboradores (2023) observou grande quantidade de 
neutrófilos, com morfologia semelhante a liberação de NETs e marcação de NE na 

câmara pulpar de dentes com pulpite irreversível assintomática. Paralelamente, nas 
regiões apical e periapical, a co-localização de MPO e H3Cit, comprovando a 

liberação de NETs, foi observada no período de 14 dias (Fujii et al., 2021). 

Adicionalmente, um estudo do nosso grupo de estudo avaliando a formação de NETs 
no desenvolvimento da lesão periapical, observou a co-localização de MPO e NE com 

H3Cit nos períodos crônicos (Massoni, 2023). Estes trabalhos corroboram com os 
nossos achados, onde a formação de NETs foi maior nos períodos de 21 e 42 dias 

(p<0,05). A maior quantidade de neutrófilos observada nesses mesmos períodos 
pode explicar a liberação aumentada de NET. 

As funções dos neutrófilos são fortemente influenciadas pela atividade redox 
celular, ou seja, pela produção de RNS/ROS e antioxidantes (Morris et al., 2022). 

Além disso, a elevada formação de ROS/RNS é uma parte integrante da maioria das 
cascatas de reações que envolvem liberação de NETs (Papayannopoulos et al., 2010; 

Stoiber et al., 2015; Hidalgo et al., 2022). Durante a resposta inflamatória, os 
neutrófilos produzem o ânion superóxido, fonte primária das ROS, que pode ser 

desmutado espontaneamente ou pela ação da enzima antioxidantes superóxido 
dismutase (SOD) em H2O2, uma ROS menos reativa (Checa e Aran, 2020; Juan et al., 

2021). Esse H2O2 pode ser neutralizado pela enzima catalase (CAT) ou pelo sistema 

antioxidante da glutationa (Aratani, 2018; Al-Shehri, 2021), como também pode 
ativar a enzima oxidante mieloperoxidase (MPO), presente nos grânulos azurófilos 

dos neutrófilos, as quais ativam a NE e vão para o núcleo auxiliar clivando as 
histonas para formação das NETs (Papayannopoulos et al., 2010; Björnsdottir et al., 

2015; Castanheira e Kubes, 2019). Nossos resultados demonstraram expressão 
gênica das enzimas MPO, GR, CAT e SOD com aumento significativo no período de 5 

dias (p<0,05), o que pode sugerir stress oxidativo neste período de inflamação 
aguda. Esses achados estão de acordo com os trabalhos sugerem que durante a 

resposta inflamatória os antioxidantes aumentam como regulação compensatória 

positiva, diante da formação exagerada de ROS pelas enzimas oxidantes (Davis et 
al.,1991; Baumgardner e Sulfaro, 2001; Morrocco et al., 2017). No presente estudo, 
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ainda, as enzimas MPO e CAT continuaram com expressão aumentada no período de 

21 dias em relação ao controle (p<0,05), enquanto a SOD aumentou novamente aos 
42 dias (p<0,05), períodos prolongados de stress oxidativo, visto que o 

estímulo patogênico não foi removido. 
Apesar dos resultados encontrados no período de 5 dias, na marcação 

imuno-histoquímica, as enzimas MPO, CAT, SOD e GR tiveram marcação positiva de 

leve a moderada na região periapical. Já nos períodos mais crônicos, de 21 e 42 dias, 
essas enzimas apresentaram imunomarcação mais severas. A enzima GR faz parte 

do sistema da glutationa e é induzível no stress oxidativo uma vez que atua 
regenerando a glutationa reduzida (GSH), após ela ser oxidada (GSSG), como 

mecanismo antioxidante, na presença de H2O2 (Perricone et al., 2009; Couto et al., 

2016; Li et al., 2020). Carrera-Quintanar e colaboradores (2020) relataram que a 

atividade prolongada dos neutrófilos esgota os níveis de GSH devido a produção de 
MPO durante a inflamação e stress oxidativo crônicos, o que pode ser uma 

explicação para nossos achados imuno-histoquímicos para essa enzima, pois nesses 
períodos também foi encontrado maior quantidade de neutrófilos e expressão da 

MPO na lesão periapical. 

Além dessas enzimas, no presente estudo foi avaliada a enzima oxidante 
óxido nítrico sintase induzível (iNOS), que teve expressão gênica com aumento 

significativo e imunomarcação mais intensa nos períodos de 21 e 42 dias em relação 
ao grupo controle e períodos iniciais (p<0,05). A liberação da iNOS é estimulada por 

LPS e citocinas inflamatórias (Marrocco et al., 2017; Checa e Aran, 2020; Juan et al., 
2021) e atua produzindo óxido nítrico (NO) por meio da L-arginina (Checa e Aran, 

2020; Juan et al., 2021). A regulação positiva de NO inibiu a adesão e migração de 
neutrófilos, devido à regulação negativa de fatores de adesão (Spiller et al., 2019; 

Morris et al., 2022). Entretanto, isso não ocorreu no presente estudo visto que o 
período de maior formação de iNOS e NO foi correspondente àqueles de maior 

quantidade de neutrófilos na lesão periapical. Por outro lado, a formação de NO pela 
iNOS foi observada estimulando a liberação de NETs em neutrófilos de crianças 

asmáticas in vitro (Li et al., 2020) e também foi relatada como indutores da liberação 

de NETs em processos dependentes de MPO, NE e formação de O2- (Manda-

Handzlik et al., 2020). Isso apoia nossos achados, relacionando a presença dessa 
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enzima com a formação de NETs observada nos mesmos períodos. 

Pelo exposto, no presente estudo, a maior atividade redox, juntamente com 
a maior quantidade de neutrófilos e formação de NETs observadas nos períodos de 

21 e 42 dias podem estar relacionados entre si e com as características 
microscópicas presentes nesses períodos, como aumento do infiltrado inflamatório e 

do tamanho da lesão periapical, com destruição óssea e cementária aos 42 dias. 

Esses resultados indicam para a regulação redox na formação das NETs no contexto 
da formação da lesão periapical, ainda pouco explorada, destacando a necessidade 

de mais estudos, especialmente com animais transgênicos, a fim de se aprofundar o 
conhecimento em torno do tema, assim como a modulação da resposta do 

hospedeiro, auxiliando na formulação de alvos terapêuticos. 
 

CONCLUSÃO 

Observou-se maior atividade redox, sugestiva de stress oxidativo, bem como 

maior atividade de neutrófilos e formação de NETs nos períodos mais crônicos do 
desenvolvimento da lesão periapical. Esses achados podem indicar que houve 

relação entre a formação de ROS e a liberação de NETs e que esses mecanismos de 
defesa podem ter contribuído para destruição tecidual periapical. Mais estudos são 

necessários para compreender o papel das NETs e ROS, bem como as vias de 
iberação de NETs na lesão periapical. 
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