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RESUMO 

Massoni, VV. Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos na Gênese e 
Desenvolvimento da Lesão Periapical Induzida Experimentalmente em 
Camundongos. 

Ribeirão Preto, 2023. 92p. [Dissertação de Mestrado]. Faculdade de Odontologia de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo. 

 
O objetivo do presente estudo foi  avaliar a participação das armadilhas extracelulares de 

neutrófilos em lesões periapicais induzidas experimentalmente em camundongos wild-type 

(WT).  Para o estudo, foram  utilizados 55 animais com 6 a 8 semanas de idade, pesando em 

média 20 gramas. Com exceção dos animais do período controle (dia 0), todos os demais do 

grupo experimental apresentaram lesões periapicais induzidas nos primeiros molares 

mandibulares e foram  avaliados após 2, 5, 7, 21 e 42 dias. Após os períodos experimentais, 

os animais foram  eutanasiados, sendo as hemi-mandíbulas direitas dissecadas para posterior 

análise microscópica por meio de coloração hematoxilina e eosina (HE) (descrição do tecido 

pulpar e das regiões apical e periapical), histomorfometria em microscopia de fluorescência 

(mensuração das lesões periapicais), recrutamento de neutrófilos polimorfonucleares na região 

periapical e imuno-histoquímica (expressão de mieloperoxidase, elastase, PAD4, catepsina G 

e histona H3 citrulinada). Além disso, as hemi-mandíbulas esquerdas foram submetidas a 

técnica de biologia molecular RT-PCR para avaliar a expressão gênica de PADI4, MPO, ELANE, 

H3C1 e CTSG. Os dados numéricos foram analisados por meio dos programa computacional 

GraphPad 7, sendo empregados os testes: Kruskal-Wallis, ANOVA , Dunn e Mann-Whitney. 

Todas as conclusões relativas à parte inferencial foram realizadas no nível de 5% de 

significância. A área da lesão aumentou progressivamente com o tempo, com diferença 

estatisticamente significativa entre o grupo controle (0 dias) e entre os períodos experimentais 

de 7, 21 e 42 dias (p<0,05), e também entre 21 e 42 dias. Já para a contagem de neutrófilos, 

observou-se aumento progressivo com o decorrer do tempo, com maior número nos períodos 

de 21 e 42 dias, com diferença estatisticamente significativa quando comparados com o grupo 

controle (p<0,05). Houve, também, diferença estatística ao comparar os dias 2, 5 e 7 com os 

períodos finais de 21 e 42 dias (p<0,05). Concordantemente, aos 21 e 42 dias houve maior 

co-localização de MPO e CitH3, sugerindo a participação das Armadilhas Extracelulares de 

Neutrófilos (NETs) na lesão periapical, com diferença estatística (p<0,05) entre 21 e 42 dias 

em relação ao grupo controle. Em geral, houve maior expressão gênica de PADI4 aos 7 dias, 

com diferença estatística (p<0,05) entre 0 dias em relação a 5 e 21 dias, 2 dias e 5 e 21 dias 

e entre 21 e 42 dias. Para o gene MPO, observou-se maior expressão em 21 dias, com 

diferença estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupo controle e os períodos de 2, 5, 

7 e 21 dias. Adicionalmente, os períodos de 2, 5 e 7 dias apresentaram diferença estatística 

em relação a 42 dias. Já a expressão de ELANE foi maior em 5 e 21 dias de lesão, com diferença 

estatisticamente significativa (p<0,05) entre grupo controle em relação a 5 e 7 dias, e 5 e 7 

dias em comparação a 42 dias. Houve maior expressão de H3C1 aos 21 e 42 dias de lesão, 

com diferença estatística (p<0,05) entre o período de 2 dias em relação a 5, 21 e 42 dias. No 

entanto, não foi possível observar diferença estatisticamente significativa (p>0,05) entre os 

grupos experimentais em relação ao grupo controle. Por último, a expressão de CTSG foi maior 

aos 21 dias de lesão, sendo que o grupo controle e o período de 2 dias foram estatisticamente 



 

diferentes (p<0,05) dos períodos de 7 e 21 dias. Os resultados permitiram evidenciar a 

presença das armadilhas extracelulares de neutrófilos em lesões periapicais induzidas 

experimentalmente em camundongos, 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. 

 

Palavras-chave: Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos; Neutrófilos; Lesão Periapical; 

Imuno-histoquímica; RT-PCR.  

 

 



 

ABSTRACT 

Massoni, VV. Neutrophil Extracellular Traps in the Genesis and Development 

of Experimentally Induced Periapical Lesion in Mice. Ribeirão Preto, 2023. 

92p. [Dissertação de Mestrado]. Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo. 

 

The aim of the present study was to evaluate the participation of neutrophil extracellular traps 

in experimentally induced periapical lesions in wild-type (WT) mice.  For the study, 55 animals 

aged 6 to 8 weeks, weighing an average of 20 grams, were used. Except for the animals in 

the control period (day 0), all animals in the experimental group had periapical lesions induced 

in the mandibular first molars and were evaluated after 2, 5, 7, 21 and 42 days. After the 

experimental periods, the animals were euthanized and the right hemimandibles were 

dissected for subsequent microscopic analysis using hematoxylin and eosin (HE) staining 

(description of the pulp tissue and the apical and periapical regions), histomorphometry in 

fluorescence microscopy (measurement of periapical lesions), recruitment of 

polymorphonuclear neutrofiles in the periapical region and immunohistochemistry (expression 

of myeloperoxidase, elastase, PAD4, cathepsin G and histone H3 citrullinated). In addition, left 

hemi-mandibles were subjected to RT-PCR molecular biology technique to evaluate the gene 

expression of PADI4, MPO, ELANE, H3C1 and CTSG. The numerical data were analyzed using 

the GraphPad 7 computer program, using the following tests: Kruskal-Wallis, ANOVA, Dunn 

and Mann-Whitney. All conclusions regarding the inferential part were made at the 5% 

significance level. The lesion area increased progressively over time, with a statistically 

significant difference between the control group (0 days) and between the experimental 

periods of 7, 21 and 42 days (p<0.05), and also between 21 and 42 days. As for the neutrophil 

count, there was a progressive increase over time, with higher numbers in the periods of 21 

and 42 days, with a statistically significant difference when compared to the control group 

(p<0.05). There was also a statistical difference when comparing days 2, 5 and 7 with the 

final periods of 21 and 42 days (p<0.05). Concordantly, at 21 and 42 days there was greater 

co-localization of MPO and CitH3, suggesting the participation of Neutrophil Extracellular Traps 

(NETs) in the periapical lesion, with a statistical difference (p<0.05) between 21 and 42 days 

compared to the control group. In general, there was higher gene expression of PADI4 at 7 

days, with statistical difference (p<0.05) between 0 days compared to 5 and 21 days, 2 days 

and 5 and 21 days, and between 21 and 42 days. For the MPO gene, we observed higher 

expression at 21 days, with a statistically significant difference (p<0.05) between the control 

group and the periods of 2, 5, 7 and 21 days. Additionally, the periods of 2, 5 and 7 days 

showed a statistical difference compared to 42 days. The expression of ELANE was higher at 

5 and 21 days of injury, with a statistically significant difference (p<0.05) between the control 

group compared to 5 and 7 days, and 5 and 7 days compared to 42 days. There was higher 

expression of H3C1 at 21 and 42 days of injury, with a statistically significant difference 

(p<0.05) between the 2 day period compared to 5, 21 and 42 days. However, no statistically 

significant difference (p>0.05) could be observed between the experimental groups compared 

to the control group. Finally, the expression of CTSG was higher at 21 days of injury, and the 

control group and the 2-day period were statistically different (p<0.05) from the 7 and 21-day 

periods. The results showed the presence of extracellular neutrophil traps in experimentally 



 

induced periapical lesions in mice, especially in the late periods of evaluation, concomitantly 

with higher numbers of neutrophils. Additionally, PAD4 and CTSG proteins were also present 

during periapical lesion progression, suggesting an action on tissue degradation, potentiating 

the inflammatory response and periapical lesion progression. 

 

 

Keywords: Neutrophil Extracellular Traps; Neutrophils; Periapical Lesion; 

Immunohistochemistry; RT-PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ........................................................................................ 17 

2. OBJETIVOS ............................................................................................ 29 

2.1 Objetivos gerais .................................................................................................. 29 

2.2 Objetivos específicos ............................................................................................ 29 

3. MATERIAL E MÉTODOS ......................................................................... 31 

3.1 Indução das lesões periapicais .............................................................................. 32 

3.2 Processamento Histotécnico e Avaliação Microscópica ............................................. 33 

3.3 Análise Descritiva do Canal Radicular e das Regiões Apical e Periapical .................... 34 

3.4 Histomorfometria para Mensuração das Lesões Periapicais ...................................... 34 

3.5 Número de Neutrófilos Polimorfonucleares na Região Periapical ............................... 35 

3.6 Imuno-histoquímica ............................................................................................. 36 

3.7 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR) .................................. 38 

3.8 Análise Estatística ................................................................................................ 39 

4. RESULTADOS ......................................................................................... 41 

4.1 Análise Microscópica Descritiva do Canal Radicular e das Regiões Apical e Periapical . 41 

4.2 Histomorfometria para Mensuração das Lesões Periapicais ...................................... 45 

4.3 Número de Neutrófilos Polimorfonucleares na Região Periapical ............................... 47 

4.4 Imuno-histoquímica ............................................................................................. 48 

4.5 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR) .................................. 60 

5. DISCUSSÃO ........................................................................................... 67 

6. CONCLUSÕES ........................................................................................ 76 

REFERÊNCIAS ........................................................................................... 78 

ANEXO  ...................................................................................................... 89 



 

 
 
 
 
 
 
 

 
                     1. INTRODUÇÃO 

 



I n t r o d u ç ã o  | 17 
  

 

 
 

1. INTRODUÇÃO 

 
A lesão periapical ou periodontite apical é resultado da progressão da infecção 

proveniente de lesão de cárie ou trauma dental que, após induzir a necrose do tecido 

pulpar, atinge a região periapical (Siqueira e Rôças, 2014; Sánchez-Sanhueza, 2018; 

Barbosa-Ribeiro et al., 2021; Galler et al., 2021). É caracterizada por um processo 

imune-inflamatório crônico, com a presença de uma microbiota polimicrobiana, 

dissociação fibrilar e reabsorção de tecidos mineralizados (cemento e tecido ósseo) 

(Stashenko et al., 1990; Siqueira e Rôças, 2014; Sánchez-Sanhueza et al., 2018; Silva 

et al., 2018; Galler et al., 2021; Silva et al., 2022).  

De acordo com Tibúrcio-Machado et al. (2021), a prevalência mundial de 

indivíduos com, pelo menos, um dente com lesão periapical é de 52%. Esses autores 

demonstraram, ainda, que indivíduos saudáveis têm uma frequência menor de dentes 

com lesão periapical em comparação a pessoas com alguma doença sistêmica. Os 

dados desse estudo demonstram que a alta prevalência de lesões periapicais pode 

levar à perda dental, comprometendo a qualidade de vida das pessoas. Além disso, 

destaca-se que uma lesão periapical não tratada pode ser uma fonte de inflamação 

sistêmica, uma vez que estudos têm relacionado a presença dessas lesões com 

doenças sistêmicas, como doenças cardiovasculares e diabetes (Gomes et al. 2013; 

Khalighinejad et al. 2016; Tibúrcio-Machado et al., 2021).  

Paralelamente, ressalta-se que as taxas de sucesso relacionadas ao tratamento 

endodôntico de dentes com vitalidade ou ainda com necrose pulpar e sem lesão 

periapical visível radiograficamente, quando respeitados princípios técnicos e 

biológicos cientificamente comprovados, são, em média, de 96% (Swartz et al., 1983; 

Sjogren et al., 1990; Smith et al., 1993; Skupien et al., 2013; Ng et al., 2011; Ricucci 

et al., 2011; Santos-Junior et al., 2019). Por outro lado, o tratamento endodôntico de 

dentes decíduos e permanentes portadores de necrose pulpar e lesão periapical visível 

radiograficamente ainda representa um desafio, uma vez que sua taxa de sucesso está 

em torno de 62% a 85% (Swartz et al., 1983; Sjogren et al., 1990; Smith et al., 1993; 

Skupien et al., 2013; Ng et al., 2011; Ricucci et al., 2011; Santos-Junior et al., 2019).  

Nesse contexto, é importante destacar que, nos casos de dentes com necrose 
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pulpar e lesão periapical visível radiograficamente, a infecção é polimicrobiana com 

prevalência das bactérias gram-negativas, que possuem em sua parede celular o 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) ou endotoxina bacteriana. Esse conhecimento é de 

grande relevância clínica uma vez que, ao entrar em contato com o tecido, o LPS 

estimula a resposta imune e a reabsorção óssea e cementária (Silva et al., 2002; Silva, 

2018; Paula-Silva et al., 2020).   

Assim, torna-se fundamental a realização de estudos direcionados para a 

avaliação dos diferentes aspectos que influenciam o sucesso do tratamento 

endodôntico e, dentre esses aspectos evidencia-se a resposta imune inflamatória do 

hospedeiro. 

Ao longo dos últimos 15 anos, diferentes estudos liderados pelo nosso grupo de 

pesquisa têm avaliado diversos aspectos da resposta imune do hospedeiro como 

células, citocinas, receptores e diferentes moléculas envolvidas no desenvolvimento da 

lesão periapical que podem influenciar as taxas de sucesso do tratamento endodôntico 

de dentes decíduos e permanentes (da Silva et al., 2012; Bezerra da Silva et al., 2014; 

de Oliveira et al., 2015; de Oliveira et al., 2017; Barreiros et al., 2018a,b; Romualdo 

et al., 2018a,b; Bertasso et al., 2020; Silva et al., 2020; Lucisano et al., 2021; Pucinelli 

et al., 2022). 

Dentre as células fundamentais da resposta imune do hospedeiro, destacam-se 

os neutrófilos. Essas células são os leucócitos mais abundantes no sangue e os 

primeiros tipos celulares a chegarem aos tecidos afetados (Rosales, 2020). 

Os neutrófilos têm origem nas células primordiais pluripotentes na medula óssea 

e compõem a primeira linha de defesa contra os patógenos, sendo reguladores chave 

da imunidade inata e adaptativa.  

Durante a infecção, os neutrófilos são rapidamente recrutados para o local 

infectado, em consequência de um processo denominado quimiotaxia, que é ativado 

por endotoxinas e outros mediadores liberados pelos patógenos (Zawrotniak et al., 

2013). Após essa ativação, ocorre a adesão dessas células ao endotélio vascular, 

coordenada por mediadores pró-inflamatórios, como o fator de necrose tumoral (TNF-

α), advindos das células do hospedeiro ou dos patógenos associados. A partir dessa 

adesão dos neutrófilos ao endotélio das vênulas, ocorre a diapedese, que consiste na 

migração dos neutrófilos para o exterior do vaso, para então acontecer o seu 
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deslocamento para o meio extravascular, acumulando-se assim na área 

inflamada/infectada (Delves et al., 2000; Jiang et al., 2021). 

O combate aos patógenos pelos neutrófilos pode acontecer de quatro maneiras 

distintas. A primeira é por meio da fagocitose - os pseudópodes presentes na superfície 

dos neutrófilos se ligam aos patógenos e dão início ao processo, formando os 

fagossomos, ou seja, vesículas de internalização, para então liberar as espécies 

reativas de oxigênio (do inglês Reactive Oxygen Species - ROS) e de nitrogênio (NO) 

que, em conjunto com enzimas contidas nos grânulos, eliminam os patógenos (Galli 

et al., 2011; Rosales, 2020). Um segundo mecanismo de combate aos patógenos está 

relacionado à degranulação intracelular e extracelular dos neutrófilos, que consiste na 

rápida liberação dos quatro tipos de grânulos pré-formados intracelularmente pelos 

neutrófilos, visando a morte e digestão dos patógenos. Os grânulos primários ou 

azurófilos contêm mieloperoxidase, elastase de neutrófilos e  defensina e têm a função 

de morte e digestão de patógenos; os grânulos secundários, ricos em lactoferina, 

sequestram o ferro, importante para o crescimento microbiano; os grânulos terciários 

ou de gelatinase contêm proteínas de gelatinase, como a metaloproteinase-9 da matriz 

(MMP-9), que é importante para a degradação das proteínas da matriz extracelular; e 

os grânulos de secreção contêm albumina sérica e citocinas (Hager et al., 2010; 

Rosales et al., 2020). 

Ademais a estes mecanismos de defesa, há a liberação de ROS (espécies 

reativas de oxigênio) pelos neutrófilos que são potentes antimicrobianos, pois geram 

danos a lipídios, proteínas e DNA microbianos, além de atuarem no ácido nucleico e 

membranas celulares dos patógenos (Nguyen et al. 2017, Pérez-Figueroa et al., 2021). 

Adicionalmente, os neutrófilos podem ainda apresentar um quarto mecanismo 

antimicrobiano, descrito primeiramente por Brinkmann em 2004, chamado de 

armadilhas extracelulares dos neutrófilos (neutrophlis extracelullar traps - NETs).  

As NETs são estruturas tridimensionais com prolongamentos semelhantes a 

uma “rede” extracelular, capazes de atuar na resolução de infecções, mas também 

atuam como barreira física contra a presença de patógenos (White et al., 2016; 

Brinkmann, 2018; Thiam et al., 2020). 

Os principais componentes proteicos dessas armadilhas são as histonas, 

seguidas de outras enzimas e peptídeos, como a elastase de neutrófilos (NE), 
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mieloperoxidase (MPO), catepsina G, enzima proteinase-3 (PR3), lactoferrina, 

gelatinase, lisozima C, calprotectina, defensinas de neutrófilos e catelicidinas, além de 

DNA nuclear de neutrófilos (Tsai et al., 2021). Os mecanismos antimicrobianos das 

NETs consistem em aprisionar e imobilizar os patógenos, enquanto as substâncias 

contidas em sua estrutura, como MPO e NE, desencadeiam a morte dos micro-

organismos (Cooper et al., 2013). O aprisionamento dos patógenos se dá pela atração 

eletrostática entre os componentes de carga positiva da parede bacteriana com 

aqueles de carga negativa, como da cromatina. A MPO é responsável pela geração do 

agente microbicida ácido hipocloroso, e a elastase consegue romper a membrana 

bacteriana (Pu et al., 2016). Um outro componente envolvido na liberação das NETs, 

a Gasdemina D (GSDMD), também contribui para a ação antimicrobiana, pois enquanto 

a GSDMD-p30 facilita a permeabilização da membrana plasmática para a liberação das 

NETs, e posterior aprisionamento dos microrganismos, também há a ativação do 

inflamassoma NLRP3, que vai aumentar a secreção de IL- 1β, uma citocina capaz de 

induzir o recrutamento dos neutrófilos circulantes para o local da infecção, 

potencializando a morte dos patógenos imobilizados pelas armadilhas extracelulares 

(Chen et al., 2018). 

A liberação das NETs ocorre via NETose, processo que envolve diversas vias de 

sinalização e ativação, sendo subdividido, didaticamente, em NETose suicida e NETose 

vital (Burgener et al., 2020). Há, ainda, uma terceira via de ativação, alternativa, 

denominada NETose não-canônica, também descrita como noncanonical netosis 

(Burgener et al., 2020). 

A NETose suicida corresponde à morte celular programada do neutrófilo, 

processo que se difere da apoptose ou necrose por apresentar mudanças estruturais, 

como a desintegração da membrana nuclear, a mescla de componentes 

citoplasmáticos e nucleares e a perda de organelas citoplasmáticas e da membrana 

interna (Brinkman et al., 2004; Fuchs et al., 2007; Kumar et al., 2018; de Vasconcelos 

et al., 2019; Thiam et al., 2020).  

O estímulo dessa NETose resulta da ação de NADPH-oxidase, além da liberação 

de ROS. A partir disso, ocorre uma cascata de eventos, dependentes da proteína 

quinase C (PKC) e da enzima peptidil arginina deiminase-4 (PAD4), que culmina na 

clivagem de histonas e descondensação da cromatina nuclear (Wang et al., 2009; 
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White et al., 2016; Block et al., 2022). A presença de mieloperoxidase e elastase, 

sinergicamente, também conduz à descondensação da cromatina. Assim, a integridade 

da membrana nuclear é perdida, o conteúdo nuclear se mistura ao conteúdo 

citoplasmático, formando estruturas tridimensionais compostas de espessas fibras de 

cromatina com proteínas, e peptídeos citoplasmáticos e granulares, as NETS. Sabe-se 

que esse rompimento da membrana plasmática resultando na expulsão da cromatina 

nuclear para o meio extracelular é mediado pela enzima Gasdermina D (GSMD), cuja 

ativação é dependente da clivagem por elastase e mieloperoxidase, gerando a 

Gasdermina D – p30 (GSMD-p30) (Chen et al., 2018).  

É importante salientar que alguns autores vêm relatando que a NETose suicida 

pode ocorrer independentemente de alguns componentes isoladamente, como a 

NADPH oxidase, elastase e PAD4, a partir dos diferentes estímulos a que o neutrófilo 

é submetido. Como na presença de ionóforos de cálcio, molécula usualmente 

sintetizada por micro-organismos para transportar íons através da bicamada lipídica 

da membrana celular, utilizados como estímulo de NETs, a liberação dessas armadilhas 

ocorreu mesmo sem a participação de PKC, ROS, MPO ou NE (Kenny et al. 2017). 

Adicionalmente, Claushuis et al. (2018) observaram a presença de estruturas 

semelhantes a NETs em um modelo experimental de pneumonia induzida com 

Klebsiella pneumoniae mesmo na ausência de PAD4 em animais knockout para essa 

proteína. Além disso, em um estudo em lesões ateroscleróticas e em resposta a cristais 

de colesterol, in vitro, a citrulinação de histonas mediada por PAD4 pareceu ser 

dispensável para NETosis, além de que as NETs não citrulinadas pelo PAD4 continham 

marcadores NET típicos, como NE, MPO, e histona H3 processada proteoliticamente 

(Tsouroutsoglou et al., 2020). 

Paralelamente, foi demonstrado que é possível a célula permanecer viável após 

a liberação das NETs durante a NETose vital, a partir de uma estratégia antimicrobiana 

mais rápida em que a membrana plasmática é preservada e o neutrófilo é capaz de 

executar suas funções de fagocitose e quimiotaxia (Clark et al., 2007; Yousefi et al., 

2009). Ainda não está totalmente claro como a liberação das NETs ocorre neste 

processo, no entanto, tem-se conhecimento da complexidade na interação hospedeiro-

patógeno, pois vários receptores de superfície parecem ser necessários.  Yipp et al. 

(2012) demonstraram a participação indispensável do receptor TLR-2 para a formação 
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de NETs na infecção por Staphylococcus aureus em ratos. Já Wan et al. (2017) 

observaram que a ausência de TLR-2 e TLR-4 suprimiu a formação de NETs na 

exposição in vitro por S. aureus. Na presença de Candida albicans, o sistema 

complemento também se mostrou envolvido na formação de NETs (Byrd et al., 2013, 

Burgener et al., 2020). Além disso, A NETose vital pode acontecer pela estimulação de 

neutrófilos por infecções de bactérias específicas, como a Staphylococcus aureus (Yipp 

et al., 2012), fungos - Candida albicans (Byrd et al., 2013), ativação de plaquetas ou 

proteínas complemento (Yipp et al., 2012; Byrd et al., 2013; Burgener et al., 2020). 

A NETose vital decorre da sinalização de cálcio, ativação de PAD4 e citrulinação 

das histonas para mediar a descondensação do DNA (Naffah de Souza et al., 2018; 

Burgener et al., 2020). Alguns autores sugerem que a extrusão celular ocorre por meio 

de vesículas, sem a morte do neutrófilo, e que seu conteúdo é composto por DNA 

mitocondrial ao invés de DNA nuclear (Yousefi et al., 2009; Itagaki et al., 2015; Lood 

et al., 2016; Block et al., 2022). Adicionalmente, as NETs contendo esse DNA 

mitocondrial são capazes de induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias por 

células imunes (Keshari et al., 2012; Lood et al., 2016). 

Diferentemente da NETose suicida clássica, uma via alternativa de NETose 

suicida foi descrita recentemente, denominada noncanonical NETosis. Ela é ativada a 

partir da detecção de bactérias gram-negativas pelos neutrófilos, como a Salmonella 

enterica e a Citrobacter rodentium. Essa via depende dos inflamassomas não-

canônicos e canônicos, já que os LPS das bactérias acionam esses inflamassomas, que 

vão levar a dois processos principais, aparentemente complementares: a ativação das 

caspases-4/5 e caspase-1 em humanos, e caspase-11 em camundongos, além da 

ativação da GSMD para clivagem em GSDM-p30 (Chen et al., 2018; Burgener et al., 

2020). 

Com a clivagem da GSMD em GSDMD-p30, ocorrerá o rompimento das 

membranas nucleares e granulares dos neutrófilos e, eventualmente, também a 

membrana plasmática (Sollberger et al. 2018). Essa ruptura da membrana plasmática, 

com a extrusão do conteúdo intracelular para o meio extracelular, culmina na lise 

celular e morte de neutrófilos (Gabriel et al., 2017). 

É importante salientar que esse processo acontece de forma dispensável da 

presença de elastase dos neutrófilos e mieloperoxidase. Para realizar a função de 
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clivagem das histonas que seria exercida pela NE, a GSDMD-p30 permite que a 

caspase-11 entre no núcleo e degrade as histonas, além de promover o relaxamento 

da cromatina. A enzima PAD4 parece acompanhar o processo da noncanonical 

NETosis, mas não é essencial para a extrusão das NETs como na NETose suicida (White 

et al., 2016; Chen et al., 2018). 

A enzima PAD4 representa um papel crucial na formação das NETs (Li et al., 

2010; Hounkpe et al., 2020). Ela é expressa principalmente em macrófagos, neutrófilos 

e eosinófilos, e faz parte da família PAD (PAD1-4 e PAD6), além de possuir um 

sinalizador de localização nuclear na molécula dependente de cálcio (Nakashima et al., 

2002; Wang et al., 2013; Liu et al., 2021, Song et al., 2023). Sua contribuição para a 

formação das NETs se dá pela descondensação da cromatina, presença na regulação 

gênica e pela citrulinação das histonas H1 e H3 (Zhu D et al., 2022).   

 As enzimas PAD convertem arginina em citrulina, ou seja, a PAD depende de 

Ca2+ para participar da citrulinação e catalisa a conversão da arginina em citrulina, 

resultando na liberação de amônia (Zhu et al., 2022). Mais especificamente, as enzimas 

PAD2 e PAD4 induzem a citrulinação das histonas nucleares, promovendo a 

descondensação da cromatina, culminando na NETose e liberação das NETs. A enzima 

PAD2 é o membro mais amplamente expresso entre a família PAD e pode citrulinar 

centenas de proteínas além das histonas (Wu et al., 2020). Além da participação em 

NETs, a citrulinação mediada por PAD faz parte de outros processos fisiológicos, 

incluindo apoptose, queratose da pele, reprodução e regulação da função da bainha 

de mielina (Zhu et al., 2022).   

Após a ação das NETs, são gerados debris celulares, que precisam ser 

removidos do meio. Para isso, os macrófagos e células dendríticas são quimicamente 

atraídos para o local da infecção para facilitar a remoção desses debris (Holder et al., 

2019). Ademais, a produção das NETs promove uma ligação entre a imunidade inata 

e adaptativa, pois estimula o aumento da ativação das células T, principalmente as 

células T-helper (TCD4+ e TCD8+) (Tillack et al., 2012; Rosales el al., 2020). 

Apesar da principal função das NETs ser promover a morte de micro-

organismos, a liberação do seu conteúdo para o meio extracelular em grande 

quantidade, pode gerar danos colaterais aos tecidos adjacentes. Esse efeito prejudicial 

deve-se à exposição às proteases associadas aos prolongamentos dos neutrófilos, 
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como as enzimas MPO, NE e ROS, capazes de gerar a perda da tolerância a 

autoantígenos, o que é considerado um fator etiológico importante no 

desenvolvimento de doenças autoimunes (Nakazawa et al., 2012; Meng et al., 2012; 

Zhou et al., 2021).  

Em pacientes portadores de lúpus eritematoso, por exemplo, a grande 

concentração de NETs vem sendo correlacionada com o desenvolvimento dessa 

doença (Hakkim et al., 2010; Wang et al., 2022). Estudos em animais sugerem que as 

NETs podem promover o lúpus através de pelo menos três mecanismos diferentes:  

indução de autoanticorpos específicos; promoção da secreção de IFN tipo I, através 

da ativação de células dendríticas plasmocitóides; e indução da transição endotelial-

mesenquimal (Fresneda et al., 2021; Wang et al., 2022). 

Na artrite reumatóide (AR), condição inflamatória sistêmica crônica e 

autoimune, caracterizada pela inflamação das articulações sinoviais, os estudos 

revelam a capacidade dos neutrófilos em gerar danos aos tecidos através da sua 

ativação desregulada, tanto pela sua presença em grande número nos locais de 

inflamação, quanto pela liberação de seu conteúdo citotóxico diretamente nos tecidos 

do hospedeiro (Fresneda et al., 2021, Wright et al., 2021). Spengler et al. (2015) 

detectaram as NETs, por meio da coloração positiva para CD15, elastase, MPO e 

histona citrulinada (CitH3), em tecidos de biópsia sinovial. Além disso, diferentes 

autores demonstraram proteínas contidas nas NETS, como MPO, CTSG, NE e 

lactoferrina, no soro e no líquido sinovial de pacientes com AR (Pieterse et al., 2018; 

Birkelun et al., 2020). A exposição dessas proteínas está relacionada à patogênese da 

AR, por meio da clivagem proteolítica e ativação de citocinas e quimiocinas, clivagem 

de receptores solúveis para iniciar a sinalização trans (como o receptor de IL-6) e 

degradação da cartilagem (Wright et al., 2021). 

Tendo em vista que a maioria das proteínas relacionadas com a NETose são 

também importantes para os mecanismos de fagocitose e regulação de citocinas, tem 

sido um desafio a definição da contribuição específica das NETs na defesa imune. 

Sabe-se, porém, que, em humanos, a deficiência absoluta de MPO leva à ocorrência 

de infecções fúngicas recorrentes (Milligan et al., 2016; Papayannopoulos et al., 2018). 

Estudos com camundongos deficientes de MPO são consistentes com o papel crucial 

das NETs contra patógenos que são grandes demais para serem fagocitados e 
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eliminados intracelularmente, como alguns fungos (Branzk et al., 2014; 

Papayannopoulos et al., 2018). A importância das NETs na resolução de infecções 

fúngicas também é suportada pelo restabelecimento da NETose em pacientes 

portadores de CGD, uma doença genética granulomatosa crônica, após a 

implementação de terapia genética (Bianchi et al., 2009; Papayannopoulos et al., 

2018). 

A liberação de NETs tem sido demonstrada também em resposta a infecções 

virais, como HIV (Saitoh et al., 2012; Papayannopoulos et al., 2018) e outros vírus 

(Funchal et al., 2015; Papayannopoulos et al., 2018).  

Em contraste aos recentes achados que demonstram a função imune-protetiva 

especializada das NETS, a patogênese de diferentes condições sistêmicas tem sido 

associada às NETs. Um dano celular direto provocado pelas NETs tem sido associado 

a infecções, sepse, arteriosclerose, isquemia, trombose, câncer e metástase tumoral 

(Papayannopoulos et al., 2018; Laridan et al., 2019; Masucci et al., 2020; Klopf et al., 

2021; Khan et al., 2021). 

No contexto da pandemia pelo covid-19, alguns autores vêm destacando a 

presença das NETs na patogênese e desenvolvimento da infecção pelo vírus Sars-CoV 

2 (Tomar et al., 2020; Pastorek et al., 2022). A partir da entrada dos vírus nas células 

humanas, há a infiltração de neutrófilos nos pulmões, e posterior liberação das NETs. 

Com a formação dessas armadilhas extracelulares de neutrófilos, há a liberação de 

DAMPS no espaço extracelular circundante, que induzem a produção de citocinas pró-

inflamatórias e vice-versa, criando um ciclo de necroinflamação responsável pela 

tempestade de citocinas e sepse, processos que podem agravar o quadro dos 

pacientes infectados (Tomar et al., 2020). Recentemente, Kim et al. (2022), em um 

estudo in vivo, demonstraram que altas taxas das proteínas histona H3, elastase de 

neutrófilos e de DNA livre de células (dsDNA) em infectados estiveram intimamente 

relacionadas com a baixa taxa de sobrevida dos pacientes. Esses três marcadores 

correlacionaram-se significativamente com marcadores inflamatórios. Assim, o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas direcionadas aos neutrófilos, como 

inibidores do recrutamento de neutrófilos ou da formação de NETs, poderá auxiliar na 

redução da mortalidade em pacientes com COVID-19 (Tomar et al., 2020; Kim et al., 

2022). 
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Pelo exposto, diversos estudos têm avaliado a presença e implicação das NETs 

em doenças, como as cardiovasculares (Kithcart et al., 2018; McCarthy et al., 2021), 

além da vasculite de pequenos vasos, artrite reumatóide (Apel et al., 2018), lúpus 

eritematoso (Lee et al., 2017, Matta et al., 2022), doença granulomatosa crônica (Yu 

et al., 2021), sepse infantil (Colón et al., 2019), entre outras. Assim, as NETs tornaram-

se foco de intensa investigação como possíveis alvos terapêuticos e aplicações clínicas. 

Com relação aos processos imuno-inflamatórios na cavidade bucal, a literatura 

tem destacado a participação das NETs nas doenças periodontais, especialmente em 

estudos de revisão de literatura (White et al., 2016; Kumar et al., 2018; Vitkov et al., 

2020). Um estudo piloto realizado por Magán-Fernandez et al. (2019), indicou que a 

apresentação das NETs está associada às fases agudas do processo inflamatório 

periodontal, além de ter demonstrado uma menor quantidade nos casos de 

periodontite quando comparados aos casos de gengivite.  

Hirschfeld et al. (2017) realizaram um extenso estudo no qual avaliaram, a partir 

de neutrófilos isolados de sangue periférico estimulados com 19 bactérias periodonto-

patogênicas, a expressão de NETs e ROS, assim como de proteínas como elastase, 

mieloperoxidase e catepsina G. Os autores observaram que alguns micro-organismos, 

como por exemplo Veillonella parvula e Streptococcus gordonii, estimularam níveis 

elevados de NETs e ROS. Adicionalmente, demonstrou-se que as NETs aprisionaram 

mas não foram capazes de destruir todas as bactérias testadas. Interessantemente, 

observou-se também, que os inibidores de receptores não apresentaram efeitos na 

liberação de NETs e ROS. Esses dados sugerem que a variabilidade de resposta dos 

neutrófilos a diferentes tipos bacterianos pode contribuir para a patogênese das 

doenças periodontais por meio de diferentes mecanismos moleculares. 

Recentemente, Roberts et al. (2022) demonstraram, em um estudo in vivo, que 

os níveis de ROS e NETs aumentaram após 21 dias de acúmulo de placa e consequente 

quadro de gengivite em pacientes voluntários, sistemicamente saudáveis.  

Já na área da Endodontia, poucos estudos na literatura abordam a relação das 

NETs com as doenças do complexo dentino-pulpar. Um estudo de Holder et al. (2019) 

realizado em cultura de células buscou avaliar a influência das NETs na polpa dental 

infectada, e como os seus componentes afetam as respostas das células pulpares. 

Esses autores concluíram que as NETs têm importante papel na patogênese das 
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doenças pulpares, com injúrias e efeitos inflamatórios crônicos nas células da polpa, o 

que pode contribuir para a progressão da doença. Além disso, o estudo demonstrou 

que as NETs e as histonas podem representar novos marcadores e/ou alvos 

terapêuticos para as patologias pulpares. 

Recentemente, um estudo demonstrou a expressão de armadilhas 

extracelulares de neutrófilos, por meio de imunofluorescência da histona citrulinada 3 

(citH3) 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 (Fuji et al., 2021). Entretanto, não há, até o momento, estudos que 

avaliaram a participação das NETs na gênese e desenvolvimento de lesões periapicais.  

Assim, tendo em vista a importância das NETs na patogênese de diferentes 

doenças sistêmicas e condições inflamatórios e ausência de estudos no contexto das 

lesões periapicais, estudos são necessários a fim de elucidar a participação desse 

componente inflamatório na patogênese das doenças pulpares, especificamente na 

formação e progressão da lesão periapical. 
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2.  OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a participação das 

armadilhas extracelulares de neutrófilos na gênese e desenvolvimento de lesões 

periapicais induzidas experimentalmente em camundongos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Análise descritiva do processo inflamatório e histomorfometria para a 

mensuração das lesões periapicais, por meio de coloração hematoxilina e eosina 

(HE); 

2.  Avaliação microscópica da presença e localização de mieloperoxidase (MPO), 

elastase (NE), histona H3 citrulinada (CitH3), PAD4 e catepsina-G (CTSG), por 

meio de imuno-histoquímica; 

3. Avaliação da expressão gênica de PADI4 (PAD4), MPO (mieloperoxidase), 

ELANE (elastase), H3C1 (histona H3) e CTSG (catepsina-G), por meio de RT-

PCR. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Inicialmente, o projeto foi 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 2020.1.243.58.4- Anexo A).  

O delineamento do projeto foi baseado nas diretrizes ARRIVE (Animal 

Research: Reporting of In Vivo Experiments) (Kilkenny et al., 2010; Percie du Sert et 

al., 2020). 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 no 11.794 de 8 de outubro de 2008.  

Foram utilizados 55 camundongos da linhagem C57BL/6 com 6 a 8 semanas 

de idade e pesando em média 20 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus 

de Ribeirão Preto da USP.  Todos os animais foram mantidos no Biotério I da FORP/USP 

com ração padrão e livre acesso à água.  

Para o grupo controle (dia 0), foram utilizados 5 animais para todas as 

análises, considerando dentes hígidos (sem indução de lesão periapical). Já para os 

períodos experimentais subsequentes (2, 5, 7 e 42 dias) foram utilizados 10 animais 

por período e todos os animais tiveram lesão periapical induzida. A Tabela 1 demonstra 

a divisão dos grupos utilizados, evidenciando os períodos experimentais, o número de 

animais por grupo e as análises que foram realizadas em cada grupo. 
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Tabela 1. Descrição da divisão dos grupos e períodos experimentais, número de animais por 
grupo e análises realizadas. 

Grupo Períodos 
Experimentais 

Hemi-
mandíbula 

Número de 
Animais 

Análises 

 
 
 
 
 
 
 

WT 

 
 
 
 
 
 
 

0, 2, 5, 7, 21 e 42 dias 

 
 
 

Direita 

 
5 animais/ grupo 

controle/ 10 animais 
período experimental 

 
Imuno 

marcação 

 

5 animais grupo controle/ 
10 animais período 

experimental 

 

HE 

 
 
 

Esquerda 

 
 

5 animais grupo controle/ 
10 animais período 

experimental 

 
 
 

qRT-PCR 

 

 

3.1 Indução das lesões periapicais 

 

Foi realizada a indução de lesão periapical em todos os animais dos grupos 

dos 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). 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, eles foram imobilizados em 

uma mesa de retração da mandíbula, de forma a permanecerem com a boca aberta 

para adequada visualização dos molares inferiores. Após o acesso à coroa dental no 

primeiro molar inferior esquerdo e direito por meio de uma peça de mão elétrica com 

broca esférica em baixa rotação (nº ¼ - KG Sorensen), montada em motor de baixa 

rotação e contra-ângulo (Dabi Atlante Equipamentos Odontológicos), o tecido pulpar 

dos primeiros molares inferiores foi exposto à cavidade bucal, até que a entrada de 

acesso aos canais radiculares pudesse ser visualizada e verificada com uma lima 

endodôntica tipo K número 8 (Maillefer S/A, Suíça), sendo a polpa radicular removida 
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parcialmente com a mesma lima. Dessa forma, os canais radiculares permaneceram 

expostos à microbiota bucal. Decorridos os períodos experimentais de 2, 5, 7, 21, e 

42 dias e controle 0 dias, os animais foram anestesiados e eutanasiados em câmara 

de gás carbônico (CO2), sendo as mandíbulas dissecadas para posterior 

processamento histotécnico, realização do qRT-PCR e análise dos resultados. 

 

3.2 Processamento Histotécnico e Avaliação Microscópica 

 

Para a realização da análise microscópica em hematoxilina e eosina (HE) e 

imunomarcação foram utilizadas as hemi-mandíbulas direitas de cada experimental 

nos períodos de 2, 5, 7, 21, e 42 dias e de cada grupo no dia 0 (controle). 

 Após a eutanásia dos animais, as mandíbulas foram removidas com tesoura 

cirúrgica esterilizada, 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 após, em média, 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% e 95% por 30 minutos cada; 2 trocas de 100% por 20 minutos cada e 2 trocas 

de álcool 100% por 40 minutos cada), diafanizadas em xilol (2 banhos de 20 minutos 

e 1 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 semi-seriados de 5μm, com intervalos de 15μm, foram obtidos em 

toda a extensão da lesão periapical, exceto na região do forame apical, onde todos os 

cortes foram coletados sem intervalos. Por amostra, foram obtidas de 15 a 22 lâminas, 

com 3 cortes em cada lâmina. 
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3.3 Análise Descritiva do Canal Radicular e das Regiões Apical e Periapical 

 

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

submetidos à análise em microscopia óptica convencional, para descrição do tecido 

pulpar e das regiões apical e periapical. Além disso, esses cortes tiveram função 

metodológica, uma vez que os cortes utilizados para a imunomarcação foram 

escolhidos após análise daqueles corados com HE. Foram escolhidos os cortes 

subsequentes daqueles que apresentarem a raiz distal dos primeiros molares 

inferiores, em cortes mostrando simultaneamente os terços coronário, médio e apical 

do canal radicular, o forame apical e o osso alveolar. Essa análise foi realizada para o 

melhor entendimento dos tipos celulares presentes na região periapical, uma vez que 

a coloração HE permite uma visão panorâmica de todo o processo da doença (infiltrado 

inflamatório, reabsorção dentinária e óssea, fibras colágenas, etc), e assim fazer 

possíveis correlações com os resultados obtidos na análise imuno-histoquímica. 

Para essas análises, 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 foram realizadas por um 

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

 

3.4 Histomorfometria para Mensuração das Lesões Periapicais 

 

A análise morfométrica da extensão das lesões periapicais foi realizada 

utilizando os espécimes corados com HE, utilizando o microscópio Axio Imager.M1, em 

aumento de 10x, operando no modo fluorescente, conforme descrito por De Rossi et 

al., 2007, Silva et al., 2012 Bezerra da Silva et al., 2014 e de Oliveira et al., 2015. 

Utilizou-se o filtro Alexa Fluor 488 (AF488) com excitação de G365, refletores FT395 e 

emissão LP420.  

Foi efetuada a mensuração nos espécimes do Grupo 0 dias (dentes hígidos; 

controle negativo) a fim de estabelecer a espessura do ligamento periodontal sadio, na 

região apical. Com o auxílio do software Image J (National Institutes of Health, EUA), 

foi traçada uma linha perpendicular à raiz, situada 0,5mm acima da abertura apical de 

https://pt.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
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cada espécime, delimitando assim a altura máxima da medição da área do ligamento 

periodontal (Figura 1).  

 
 

 

 
 

 
 

 

 
Figura 1. Representação da mensuração nos espécimes do grupo 

controle (dia 0), a fim de estabelecer a espessura do 
ligamento periodontal sadio. 

 

Para cada espécime, a extensão (área) da lesão periapical foi delineada e 

mensurada em mm2, empregando também o software Image J. 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 e 

infiltrado inflamatório, identificadas pela ausência de fluorescência e aparência 

escurecida. 

 

3.5 Número de Neutrófilos Polimorfonucleares na Região Periapical 

 

O número de neutrófilos foi contado utilizando lâminas coradas por HE em 

microscopia de luz convencional, nos períodos de 0, 2, 5, 7, 21 e 42 dias. A contagem 

foi realizada na região central da lesão periapical, em um campo microscópico de 
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aproximadamente 0,01mm². Os neutrófilos foram identificados de acordo com sua 

morfologia característica de células escuramente coradas com núcleos multilobulados 

em formato de ferradura (De Rossi et al., 2007; da Silva et al., 2012), sendo os 

resultados expressos em número de células por espécime. 

 

3.6 Imuno-histoquímica 

 

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

imunoperoxidase (da Silva et al., 2012; de Oliveira et al., 2015; de Oliveira et al., 2017; 

Barreiros et al., 2018; Pucinelli et al., 2022) para marcação de mieloperoxidase, 

elastase, catepsina-G, histona h3 citrulinada e PAD4 (Tabela 2). 

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 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. A análise foi 
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realizada por um único avaliador experiente, previamente calibrado (Kappa>0,9) e 

sem conhecimento prévio do grupo a ser analisado, utilizando o microscópio Axio 

Imager. M1 (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Alemanha) sob luz 

convencional. Para a análise dos marcadores Catepsina G e PAD4, os resultados foram 

expressos de maneira qualitativa, levando-se em consideração a presença/ausência e 

intensidade de marcação, por meio do seguinte sistema de escores: 0 (ausência de 

marcação), 1 (marcação suave), 2 (marcação moderada) e escore 3 (marcação 

intensa), além da localização das marcações.  

 Para a melhor visualização da formação de armadilhas extracelulares de 

neutrófilos, foi realizada a coloração imuno-histoquímica para os marcadores 

mieloperoxidade e histona H3 citrulinada, e elastase e histona H3 citrulinada, 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).  A 

análise foi realizada em aumentos de x10, x40 e x100, conforme preconizado por 

Gonçalves et al., 2012. No aumento de x10 foram escolhidas as áreas que 

apresentavam maior quantidade de células imunomarcadas. No aumento de x40, 

foram fotografados campos representativos de cada espécime para capturar a 

marcação extracelular de cada marcador. As imagens subsequentes foram sobrepostas 

com auxílio do software Photoshop e o número de pontos marcados sobrepostos, 

positivos para marcação extracelular de ambos os marcadores, foi contado.  A análise 

foi realizada pelo método quantitativo, sendo os resultados expressos em número de 

pontos sobrepostos por espécime. No aumento de 100x, foram fotografados regiões 

representativas da lesão periapical, evidenciando marcações extracelulares e formação 

das armadilhas. Para a captura das imagens, foi utilizado o software de análise de 

imagens ZEN 3.4 (Zeiss ZEN lite).  
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Tabela 2. Anticorpos utilizados na imuno-histoquímica 

 
Anticorpo 

 
Espécie 

 
Distribuidora/ Cat. Num. 

NE Coelho Abcam AB68672 

MPO Coelho Abclonal A1374 

CitH3 Coelho Abcam AB5103 

PAD4 Coelho Abcam AB214810 

CTSG Coelho Biorbyt orb539066 

 

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

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). 

  

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). 

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) 

foram analisadas como genes constitutivos (housekeeping). Com esta técnica foi 

avaliada a expressão de RNAm de PADI4 (PAD4), ROMO 1 (ROS), MPO 

(mieloperoxidase), ELANE (elastase), H3C1 (histona h3) e CTSG (catepsina-G). A 
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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. 

 

3.8 Análise Estatística 
 

Os dados numéricos foram analisados por meio do programa computacional 

GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), sendo empregados 

Shapiro-Wilk para teste de normalidade, o teste paramétrico Anova e pós teste de 

Tukey, teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunn e teste não-

paramétrico de Mann-Whitney. O nível de significância adotado foi de 5% . 
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4. RESULTADOS 

 

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

 

 No grupo controle, o tecido pulpar estava sadio, com tecido conjuntivo 

normal, camada odontoblástica íntegra e ausência de infiltrado inflamatório. O 

ligamento periodontal se encontrava com aspecto de normalidade, com presença de 

fibras e células organizadas em todos os espécimes. Além disso, a superfície 

cementária e osso alveolar estavam regulares. 

            No grupo de 2 dias, o tecido pulpar se mostrava alterado, já com necrose 

parcial. O ligamento periodontal apresentava espessura normal, com infiltrado 

inflamatório suave. O osso alveolar normal apresentando osteoblastos na sua 

superfície e a superfície cementária regular com ausência de reabsorções. 

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

necrose parcial a necrose moderada do tecido pulpar, com infiltrado inflamatório de 

moderado para severo em todos os espécimes. O ligamento periodontal estava normal 

e suavemente aumentado, com infiltrado inflamatório suave no periápice. O osso 

alveolar e a superfície cementária estavam com ausência de reabsorções. 

            No período de 7 dias, o tecido pulpar já se encontrava totalmente necrosado, 

com infiltrado inflamatório severo. O ligamento periodontal estava suavemente e 

moderadamente aumentado, com infiltrado inflamatório misto predominantemente 

crônico, variado de suave a moderado. O osso alveolar se apresentava normal e com 

osteoblastos em sua superfície. A superfície cementária era regular e sem reabsorção. 

            Aos 21 dias, havia necrose total do tecido pulpar, com infiltrado inflamatório 

severo. O ligamento periodontal se encontrava moderadamente ou severamente 

aumentado, com infiltrado inflamatório, variando de moderado a severo. O osso 

alveolar estava irregular e com presença de reabsorção, sendo visíveis muitos 
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osteoclastos e ausência de osteoblastos. Porém, a superfície cementária se encontrava 

sem reabsorção. 

       No grupo de 42 dias, o tecido pulpar estava totalmente necrosado, com 

infiltrado inflamatório severo. O ligamento periodontal se encontrava severamente 

aumentado, com infiltrado inflamatório também severo. Havia áreas extensas de 

reabsorção da superfície cementária e do osso alveolar. O osso alveolar já estava 

desintegrado, com ausência da lâmina dura. 

As Figuras 2 e 3 evidenciam os principais achados microscópicos após a análise 

de lesões periapicais induzidas e grupo controle, em diferentes períodos 

experimentais.  
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Figura 2. Fotomicrografias representativas dos eventos microscópicos observados após a indução das lesões 
periapicais e animais WT, no grupo controle de 0 dia (A, B e C), e períodos experimentais 2 dias (D, 
E e F) e 5 dias (G, H, I). Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e observados em 
microscópio óptico (ZEISS 10x, 20x e 40x). 
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Figura 3. Fotomicrografias representativas dos eventos microscópicos observados após a indução das lesões 
periapicais e animais WT, nos períodos experimentais de 7 dias (A, B e C), 21 dias (D, E e F) e 42 
dias (G, H, I). Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e observados em microscópio 
óptico (ZEISS 10x, 20x e 40x). 
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4.2 Histomorfometria para Mensuração das Lesões Periapicais 

 

As lâminas submetidas à coloração por hematoxilina e eosina foram observadas 

em microscópio de fluorescência para mensuração da área das lesões periapicais 

formadas nos diferentes períodos experimentais (Figura 4). 

Observa-se um aumento gradativo, em mm2, no tamanho das lesões no decorrer 

dos períodos de 2, 5, 7, 21 e 42 dias após a indução experimental. Os valores das 

médias da área das lesões foram 0,0291mm2 - grupo controle (dia 0), 0,0322mm2, 

0,0586mm2, 0,0850mm2, 0,1411mm2 e 0,2291mm2 respectivamente. A análise 

estatística foi realizada por meio do teste paramétrico one-way analysis of variance e 

pós teste de Tukey, que demonstrou diferença estatisticamente significativa entre o 

grupo controle (0 dias) e entre os períodos experimentais de 7, 21 e 42 dias (p<0,05), 

e também entre 21 e 42 dias (Figura 5). 
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Figura 4. Fotomicrografias representativas da mensuração das lesões periapicais em animais wild-type (WT) nos períodos experimentais avaliados. A: 0 

dias, B: 2 dias; C: 5 dias; D: 7 dias; E: 21 dias; F: 42 dias. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e avaliados em microscópio óptico 

no modo fluorescente para a mensuração das lesões periapicais (10x). 

–  
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Figura 5. Representação gráfica da comparação das medianas da 
extensão das lesões periapicais por meio de microscopia 

de fluorescência, entre o grupo controle e os grupos 

experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias. A lesão periapical 
aumenta de tamanho progressivamente no decorrer do 

tempo, com diferença estatisticamente significativa entre 
o grupo controle (0 dias) e os períodos experimentais de 

7, 21 e 42 dias (*) (p<0,05), e entre 21 e 42 dias (#) 
(p<0,05). 

 
 

4.3 Número de Neutrófilos Polimorfonucleares na Região Periapical 

 

Nas lâminas coradas em HE nos diferentes períodos experimentais avaliados, 

observou-se aumento progressivo de neutrófilos com o decorrer do tempo, com maior 

número nos períodos de 21 e 42 dias, com diferença estatisticamente significativa 

quando comparados com o grupo controle (p<0,05). Houve, também, diferença 

estatística ao comparar os dias iniciais (dias 2, 5 e 7) do desenvolvimento da lesão 

periapical com os períodos finais de 21 e 42 dias (p<0,05) (Figura 6). 
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Figura 6. Representação gráfica do número de neutrófilos na região 
periapical nos períodos experimentais de 0, 2, 5, 7, 21 e 42 

dias. A presença de neutrófilos aumenta progressivamente 
no decorrer do tempo, elevando-se ainda mais em 21 e 42 

dias, com diferença estatisticamente significativa entre o 
grupo controle e 21 e 42 dias (*) e dias iniciais: 2, 5 e 7 dias 

com 21 e 42 dias (#). 

 
 

4.4 Imuno-histoquímica 

 

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

imunoperoxidase para marcação de mieloperoxidase, elastase, catepsina-G, histona 

h3 e PAD4. Seguem, abaixo, os resultados de cada um dos marcadores avaliados. 

 

Enzima PAD4 

A imunomarcação para PAD4 foi detectada em todos os períodos 

experimentais. No grupo controle, não houve a marcação (Figura 7A). Nos períodos 

de 2, 5 e 7 dias, houve marcação leve, com células positivas principalmente na região 

de lesão periapical, ocasionalmente no interior do canal radicular e na região do forame 

apical (Figura 7B, C e D).  

Já no período de 21 dias, a marcação foi moderada, com maior presença na 

região do forame apical e no interior da lesão periapical, além de algumas células no 
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interior do canal radicular (Figura 7E). Por fim, no período de 42 dias, observou-se 

marcação intensa, principalmente na região de forame apical, no interior da lesão 

periapical e no interior do canal radicular (Figura 7F e 8). Na análise estatística dos 

escores, observou-se diferença significativa entre os períodos de 21 e 42 dias (p <0,05) 

em relação ao seu controle (Figura 9).  

Figura 7. Fotomicrografias representativas (aumento de 40x) da expressão do marcador PAD4 na lesão 

periapical nos dias 0 (A), 2 (B), 5 (C), 7 (D), 21 (E) e 42 (F) nos animais WT.   
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Figura 8. Fotomicrografia representativa (aumento de 10X) da expressão do marcador PAD4 na 
lesão periapical no grupo 42 dias nos animais WT, evidenciando a presença de 

marcação intensa na região de lesão periapical. 

 
 
 

 
 

Figura 9. Representação gráfica da avaliação estatística dos escores de 

expressão de PAD4, entre o grupo controle e grupos 
experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias nos animais WT. A 

expressão de PAD4 aumenta progressivamente no decorrer do 
tempo. * p<0,05 entre 21 e 42 dias e grupo controle. 
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Avaliação de Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos  

MPO e HISTONA H3 

Em nosso estudo observou-se que a co-localização imuno-histoquímica dos 

marcadores mieloperoxidase e histona h3 citrulinada, localizados extracelularmente, 

aumentou com o passar do tempo, com maior quantidade de pontos sobrepostos em 

21 e 42 dias. As Figuras 10 e 11 ilustram os achados microscópicos obtidos após a 

realização da imuno-histoquímica para os marcadores MPO e CitH3. 

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferença estatística entre os períodos 

(P=0,0049) e o pós-teste de Dunn apontou diferença estatística apenas entre os 

períodos de 0 e 42 dias (p<0,05). Após comparação dos períodos separadamente, pelo 

teste de Mann Whitney, observou-se diferença estatisticamente significativa entre 0 e 

21 dias (p=0,0265), 0 e 42 dias (p=0,0265), 2 e 42 dias (p=0,0498), 5 e 21 dias 

(p=0,0112), 5 e 42 dias (p=0,0112), 7 e 21 dias (0,0498), e entre 7 e 42 dias 

(p=0,0498) (Figura 12). 
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Figura 10. Fotomicrografias representativas (aumento de 40x) da expressão dos marcadores 

Mieloperoxidase e Histona H3 citrulinada em cortes subsequentes na lesão periapical nos 
dias 0 (A), 2 (B), 5 (C), 7 (D), 21 (E) e 42 (F). As marcações em vermelho indicam MPO 

extracelular e as marcações em amarelo indicam CITH3 extracelular. A sobreposição de 
ambos os marcadores indicam regiões de co-localização, sugerindo a presença de 

Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos (NETs). 
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Fig.11:  Fotomicrografias representativas (aumento de 100X) da expressão do marcador MPO (A) e CitH3 (B) na lesão periapical no grupo 42 

dias, evidenciando a presença de marcação extracelular (setas vermelhas). 
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Fig.12: Representação gráfica da avaliação de co-localização imuno-histoquímica de MPO 

e CITH3 entre o grupo controle e grupos experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias. 

Houve diferença estatisticamente significativa entre os períodos de 0 e 42 dias (*) 
(p<0,05) no pós teste de Dunn, e comparando os períodos separadamente, pelo 

teste de Mann Whitney, observou-se diferença estatisticamente significativa entre 
0 e 21 dias (#), 2, 5 e 7 dias em comparação a 42 dias (x) e entre 5 e 7 dias em 

comparação a 21 dias (^) (p˂0,05). 

 

 
 

 

NE e HISTONA H3 
 

A co-localização imuno-histoquímica dos marcadores elastase e histona h3 

citrulinada aumentou com o decorrer dos períodos experimentais, com maior 

quantidade de pontos de sobreposição em 21 e 42 dias. Não houve sobreposição dos 

marcadores em 2 e 7 dias. As Figuras 13 e 14 ilustram os achados microscópicos 

obtidos após a realização da imuno-histoquímica para os marcadores NE e CitH3. 

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferença estatística entre os períodos 

(P=0,0247). No entanto, essa diferença não foi evidenciada pelo pós-teste de Dunn. 

Assim, após comparação dois a dois dos períodos experimentais, pelo teste de Mann 
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Whitney, observou-se diferença entre 0, 2 e 7 dias em relação aos períodos de 21 e 

de 42 dias (p˂0,05), além de 0 e 21 dias (p=0,0319) e 0 e 42 dias (p=0,0207). Os 

demais períodos não foram estatisticamente diferentes entre si (Figura 15).  
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Fig.13: Fotomicrografias representativas (aumento de 40x) da expressão dos marcadores 
Elastase e Histona H3 citrulinada em cortes subsequentes na lesão periapical nos dias 0 

(A), 2 (B), 5 (C), 7 (D), 21 (E) e 42 (F). As marcações em vermelho indicam NE 

extracelular e as marcações amarelas indicam CITH3 extracelular. A sobreposição de 
ambos os marcadores indicam regiões de co-localização, sugerindo a presença de 

Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos. 
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Fig.14:  Fotomicrografias representativa (aumento de 100X)  da expressão do marcador CitH3 (A) e NE (B) na lesão periapical no grupo 
42 dias, evidenciando a presença de marcação extracelular em A (seta vermelha).   
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Fig.15: Representação gráfica da avaliação de co-localização imuno-histoquímica 
de NE e CITH3 entre o grupo controle e grupos experimentais de 2, 5, 7, 

21 e 42 dias. Houve diferença estatisticamente significativa pelo teste de 

Mann Whitney entre os períodos de 0 e 21 dias (*) (p<0,05) e 0 e 42 
dias (#) (p<0,05). Houve diferença estatisticamente significativa 

também entre 2 (x) e 7 (x) dias em relação a 21 (x) e 42 (x) dias 
(p<0,05). 

 
 
 
Catepsina G 
 

A imunomarcação para catepsina G foi ausente no grupo controle e aos 5 dias. 

Já nos períodos de 2 e 7 dias, observou-se marcação leve, principalmente na região 

de forame e lesão periapical. Aos 21 e 42 dias houve marcação moderada.  

A Figura 16 ilustra os achados microscópicos obtidos após a realização da 

imuno-histoquímica para o marcador CTSG. 

A análise estatística dos escores evidenciou que, em relação aos períodos 

avaliados, houve aumento significativo de imunomarcação para CTSG nos períodos de 

21 e 42 dias, os quais foram estatisticamente diferentes em relação ao grupo controle 

(p=0,0324 e p=0,0359, respectivamente), ao grupo de 5 dias, que não apresentou 

marcação (p=0,0324 e p=0,0359, respectivamente) e, em relação ao grupo de 7 dias 

(p=0,0324 e p=0,035, respectivamente) (Figura 17). 
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Figura 16. Fotomicrografias representativas (aumento de 40x) da expressão do marcador Catepsina G na lesão periapical, nos dias 0 (A), 2 (B), 5 (C), 7 (D), 
21 (E) e 42 (F).   
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Figura 17. Representação gráfica da avaliação estatística dos escores de 

expressão de CTSG, entre os grupos experimentais de 2, 5, 7, 21 e 

42 dias e grupo controle. A expressão de CTSG aumenta 
progressivamente em 21 e 42 dias, os quais foram estatisticamente 

diferentes dos períodos de 0 dias (* p<0,05), 5 dias (# p<0,05), e 
7 dias (x p<0,05). 

 

 

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

 

Foram utilizadas as hemi-mandíbulas esquerdas de 10 animais nos períodos 

de 2, 5, 7, 21 e 42 dias e de 5 animais no dia 0. 

 

Expressão Gênica de PADI4 

A expressão do gene PADI4 nos animais em relação ao período controle (dia 

0) aumentou em 7 dias, diminuindo aos 21 e 42 dias, com diferença estatisticamente 

significativa entre o grupo controle e 5 e 21 dias (p<0,05), além de diferença 

estatisticamente significativa entre 2 dias e 5, 21 e 42 dias (p<0,05). (Figura 18). Em 

geral houve maior expressão de PADI4 em 7 e 42 dias. 

 

 

 

 



 
 

R e s u l t a d o s | 61 

 

 

Figura 18. Representação gráfica da expressão gênica de PADI4 (% de GAPDH 

e ACTB) avaliada no grupo controle e nos grupos experimentais de 

2, 5, 7, 21 e 42 dias. Houve diferença estatisticamente significativa 

entre 0 dias e 5 e 21 dias (p<0,05), entre 2 dias e 5 e 21 dias 

(p<0,05), e entre 21 e 42 dias (p<0,05).  

 

 

Expressão Gênica de ELANE 

Observou-se maior expressão de Elane tanto aos 5 dias  quanto aos 

21 dias de lesão (Figura 19), e por outro lado, em 42 dias houve a menor 

expressão, com diferença estatisticamente significativa entre o grupo controle 

em relação a 5 e 7 dias (p<0,05) e entre os os dias 5 e 7 em relação ao período 

de 42 dias (p<0,05). 
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Figura 19. Representação gráfica da expressão de ELANE (% de GAPDH 

e ACTB) avaliada no grupo controle e nos grupos 

experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias. Houve diferença 

estatisticamente significativa entre 0 dias em relação a 5 e 

7 dias e entre os dias 5 e 7 em relação a 42 dias (p<0,05). 

 

 

Expressão Gênica de H3C1 

Observou-se maior expressão de H3C1 aos 21 e 42 dias de lesão (Figura 20), 

com diferença estatisticamente significativa entre o período de 2 dias em relação a 5, 

21 e 42 dias (p<0,05). Por outro lado, não houve diferença significativa comparando 

os grupos experimentais com o grupo controle (dia 0) (p>0,05). 
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Figura 20. Representação gráfica da expressão de H3C1 (% de GAPDH e 

ACTB) avaliada no grupo controle e nos grupos experimentais de 

2, 5, 7, 21 e 42 dias. Houve diferença estatística entre o período 

de 2 dias em relação a 5, 21 e 42 dias (p<0,05).  

 

 

Expressão Gênica de MPO 

A expressão do gene MPO foi maior em 21 dias, com diferença 

estatisticamente significativa entre o grupo controle e os períodos de 2, 5, 7 e 21 dias 

(p<0,05). Adicionalmente, os períodos de 2, 5 e 7 dias foram estatisticamente 

diferentes do grupo de 42 dias (p<0,05) (Figura 21). 
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Figura 21. Representação gráfica da expressão de MPO (% de GAPDH 

e ACTB) avaliada no grupo controle e nos grupos 

experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias. Houve diferença 

estatística (p<0,05) entre o grupo controle e os períodos de 

2, 5, 7 e 21 dias, e entre 2, 5 e 7 dias em relação a 42 dias.   
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Expressão Gênica de CTSG 

Observou-se maior expressão de CTSG aos 21 dias de lesão, seguido de 7 dias 

e 42 dias (Figura 22), sendo o grupo controle (0 dias) e o grupo de 2 dias 

estatisticamente diferentes dos períodos de 7 e 21 dias (p<0,05). 

 

Figura 22. Representação gráfica da expressão de CTSG (% de GAPDH 

e ACTB) avaliada no grupo controle e nos grupos 

experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 dias. Houve diferença 

estatística de 0 e 2 dias em relação a 7 e 21 dias (p<0,05).  
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5. DISCUSSÃO 

 
Desde a primeira descrição das Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos 

(NETs) por Brinkmann em 2004, copiosos estudos vêm sendo realizados com o intuito 

de avaliar a participação das NETS na patogênese e desenvolvimento de diversos 

quadros patológicos, como doenças cardiovasculares (McCarthy et al., 2021), artrite 

reumatóide (Apel et al., 2018), lúpus eritematoso (Matta et al., 2022), doença 

granulomatosa crônica (Yu et al., 2021), sepse infantil (Colón et al., 2019), Covid- 19 

(Pastorek et al., 2022), periodontite (White et al., 2016), entre outras. Os estudos até 

hoje encontrados na literatura propõem que as NETs são como uma “faca de dois 

gumes”, sendo em partes benéfica e necessária para a defesa do organismo (Burgener 

et al., 2020), e em excesso maléfica, causando a quebra da homeostase e propensão 

ao desenvolvimento de doenças autoimunes (Cooper et al., 2013; Vitkov et al., 

2020; Liu et al., 2021; Song et al., 2023). 

No presente estudo foi avaliado a presença ou ausência de marcadores 

relacionados com as NETs na formação e progressão da lesão periapical induzida em 

camundongos selvagens, além da correlação entre as fases aguda e crônica da doença 

com a presença de neutrófilos. 

Inicialmente, a hipótese era de que os principais marcadores de NETs 

(MPO, Elastase e Histona H3 Citrulinada) estariam presentes em maior intensidade nas 

fases iniciais ou agudas do processo inflamatório, assim como o número de neutrófilos 

por mm2.  

Para indução da lesão periapical, foi adotada a metodologia em que a câmara 

pulpar foi acessada e os canais radiculares permaneceram expostos à cavidade bucal, 

de modo que a invasão bacteriana no tecido pulpar desencadeasse a formação da 

lesão (Fouad et al., 1997; Bezerra da Silva et al., 2014; de Oliveira et al., 2015; De 

Rossi et al., 2016; Barreiros et al., 2018; Pucinelli et al.,2022). Buscando atingir o 

objetivo proposto, foram estabelecidos os períodos experimentais de 2, 5, 7, 21 e 42 

dias, além do grupo controle (dia 0), para que fosse avaliada a dinâmica da gênese e 

progressão da lesão periapical, bem como a participação dos neutrófilos e das NETs 

durante todo o processo.  
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Assim, a análise dos cortes corados com HE revelou que os animais 

desenvolveram lesão periapical e reabsorção óssea com o passar do tempo, sendo que 

aos 21 e 42 dias, as lesões eram severamente mais extensas (p<0,05) quando 

comparadas ao grupo controle. A análise histomorfométrica da lesão periapical em 

microscopia de fluorescência (De Rossi et al., 2007) nos permitiu a delimitação de 

estruturas anatômicas do dente, como ligamento periodontal e osso alveolar, 

favorecendo a demarcação da área de reabsorção óssea, o que mostrou resultado 

semelhante ao HE - aumento da lesão de maneira tempo-dependente.  

Com relação à análise quantitativa do número de neutrófilos na região central da 

lesão, adjacente ao forame apical, houve confirmação da descrição qualitativa e 

revelou um número significativamente maior destas células nos períodos de 21 e 42 

dias (p<0,05) em relação ao grupo controle. 

Os neutrófilos constituem o elemento celular mais abundante durante a fase 

inicial da inflamação, combatendo os patógenos de diversas maneiras, como por 

fagocitose, liberação de ROS e NETs, e degranulação intra e extracelular. A literatura 

mostra que neutrófilos têm um tempo de vida curto e atuam como parte do infiltrado 

inflamatório por aproximadamente 4 a 5 dias (Cooper et al., 2017). Esse dado leva à 

hipótese de que, durante os primeiros dias experimentais, o número de neutrófilos 

presentes no interior da lesão periapical seria maior e, consequentemente, a expressão 

dos marcadores avaliados relacionados à formação de NETs estariam também 

aumentados nos períodos iniciais. No entanto, em nosso estudo, a contagem de 

neutrófilos revelou maior número dessas células aos 21 e 42 dias, com diferença 

estatística (p<0,05) em relação aos dias iniciais (0, 2 e 5 dias) e também entre 21 e 

42 dias. Apesar da curta vida dos neutrófilos, durante a inflamação, eles são ativados 

e sua longevidade pode aumentar (Kolaczkowska et al., 2013), o que pode justificar a 

presença de neutrófilos em maior quantidade nos períodos de 21 e 42 dias. 

Paralelamente, o local da contagem de neutrófilos realizada no presente estudo, ou 

seja na região central da lesão, adjacente ao forame e ao terço apical dos dentes, 

pode também justificar o menor número dessas células nos períodos iniciais, quando 

ainda havia necrose parcial do tecido pulpar e, consequentemente, recrutamento 

menos intenso de neutrófilos na região da lesão. Por outro lado, nos períodos finais 

de 21 e 42 dias, a necrose da polpa era total, com presença de tecido necrótico em 
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toda a extensão do canal radicular, ou seja, localmente mais próximo da região 

avaliada, explicando número aumentado de neutrófilos recrutados na região avaliada. 

Adicionalmente, de acordo com Kolaczkowska et al. (2013), neutrófilos mais velhos 

podem permitir a realização de atividades mais complexas em um tecido, como moldar 

as respostas imunes adaptativas, porém sua persistência pode levar a danos nas 

células do hospedeiro. 

As Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos são identificadas como estruturas 

contendo DNA extracelular (histona) co-localizado com proteínas derivadas de 

grânulos, como a mieloperoxidase e elastase (Brinkmann et al., 2018), e podem ser 

vistas e avaliadas por diversas técnicas, como por exemplo a combinação de 

microscopia confocal e citometria de fluxo (Zhao et al., 2015, Ginley et al., 2017), além 

da coloração por fluorescência combinada com um corante de ligação de DNA 

(Brinkmann et al., 2012). Apesar desses métodos serem capazes de identificar e 

quantificar com precisão as redes in vitro, não podem ser bem empregados para avaliar 

as NETs em tecidos parafinados, já que não é possível isolar as armadilhas em tecidos 

(Nakazawa et al., 2017). Sabe-se que a detecção de um único componente, como por 

exemplo, DNA livre de células, MPO, NE ou CitH3, é inespecífica para avaliar NETs e, 

portanto, deve ser combinada com métodos mais específicos (Boeltz et al., 2019). 

Sendo assim, foi empregada a análise subjetiva por meio da co-localização imuno-

histoquímica de DNA extracelular (representado pelo marcador Histona H3) e grânulos 

de neutrófilos (MPO e NE) (de Buhr et al., 2016; Nakazawa et al., 2017; Boeltz et al., 

2019). 

Em relação aos resultados da presença/ausência e intensidade dos marcadores 

relacionados às Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos (NETs) na lesão periapical, 

avaliados por meio de co-localização imuno-histoquímica, evidenciou-se a presença de 

pontos sobrepostos para marcação extracelular de MPO e CitH3 em todos os períodos 

experimentais, sugerindo a presença das NETs na lesão periapical, além de maior co-

localização em 21 e 42 dias, com diferença estatisticamente significativa em relação 

ao grupo controle (0 dias) (p<0,05). Já para os marcadores NE e CitH3, os períodos 

iniciais de experimento demonstraram poucos pontos de sobreposição, e não houve 

sobreposição em 2 e 7 dias, com diferença estatisticamente significativa entre 2 e 7 

dias em relação a 21 e 42 dias (p<0,05). Por outro lado, após 21 e 42 dias, a co-
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localização aumentou, havendo diferença estatística entre os períodos de 21 e 42 dias 

em relação ao grupo controle (0 dias), semelhantemente à co-marcação de MPO e 

CitH3, que também revelou diferença estatística entre 21 e 42 dias em comparação ao 

grupo controle (0 dias). 

Até o presente momento, poucos estudos buscaram avaliar a participação das 

NETs na área da Endodontia. Holder e colaboradores, em 2019, avaliaram em um 

estudo in vitro a co-localização da elastase e a coloração do DNA, confirmando a 

presença de NETs em células da polpa dentária humana. Adicionalmente, esses 

autores sugeriram que as NETs exercem efeitos deletérios na polpa infectada, 

principalmente pela confirmação de que as histonas liberadas pela NETose levam a 

presença de DAMPS no interior do tecido, capazes de aumentar ainda mais a resposta 

inflamatória, ao passo que aumentam a citotoxicidade para as células pulpares. 

Relacionando tais achados com o nosso estudo, podemos dizer que a presença 

sugestiva de NETs aumenta nos períodos mais crônicos da doença (21 e 42 dias), 

concomitantemente com o aumento do número de neutrófilos, que também foi maior 

nesses períodos. Esses resultados corroboram com a expressão imuno-histoquímica 

da enzima PAD4, que foi significativamente maior nos períodos de 21 e 42 dias, os 

quais foram estatisticamente diferentes do grupo controle de 0 dias, sugerindo 

correlação entre a progressão da doença e sua cronificação com o aumento de PAD4.   

A enzima PAD4 é expressa principalmente em granulócitos (Nakashima, 2002), 

mas também em monócitos, macrófagos e células progenitoras multipotentes (Liu et 

al., 2021). Sabe-se que o papel da PAD4 como requisito universal para a NETose é 

questionável, porém sua participação neste processo é dependente do estímulo inicial. 

Nossos resultados imuno-histoquímicos demonstraram a presença de PAD4 no grupo 

controle e nos grupos experimentais, com predomínio de escore suave durante os 

períodos iniciais do experimento e de escore moderado nos períodos finais. A marcação 

suave em algumas lâminas do grupo controle se deve, provavelmente, à expressão 

endógena de PAD. Já o aumento da expressão nos períodos de 21 e 42 dias, com 

diferença estatisticamente significativa em relação ao dia 0, sugere correlação entre o 

aumento de PAD4 com a progressão e cronificação da doença, além da associação 

com o aumento de NETs, sugerindo que a PAD4 participa da liberação das NETs 

durante o desenvolvimento da lesão periapical em camundongos. Nossos achados 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/elastase
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corroboram com um estudo de Engström et al. (2018), cuja avaliação in vivo da 

expressão imuno-histoquímica de PAD2 e PAD4 em pacientes com e sem periodontite 

resultou em aumento da citrulinação proteica local, bem como da expressão de PAD2 

e PAD4 durante a inflamação gengival crônica. Adicionalmente, a análise de qPCR 

evidenciou expressão de mRNA de PADI2 e PADI4 significativamente maior (p<0,05 e 

p<0,01, respectivamente) no tecido gengival de pacientes com periodontite, em 

comparação com controles saudáveis sem a doença.  Esses achados corroboram com 

resultados do presente estudo, que revelou em geral, maior expressão de PAD4 

durante os períodos experimentais em comparação com o grupo controle, sem a 

doença, com diferença estatística significativa entre 0 e 5 dias e 0 e 21 dias (p<0,05). 

Embora diferentes entidades, as lesões periodontais e periapicais têm como principal 

fator etiológico a presença de micro-organismos, que geram uma resposta imune-

inflamatória complexa e com mecanismos de patogênese coincidentes, resultando em 

reabsorção óssea. Spengler e colaboradores, em 2015, demonstraram o papel negativo 

que as enzimas PAD4 podem ter ao citrulinar os componentes da matriz extracelular 

do tecido local para gerar auto antígenos no Líquido Sinovial da Artrite Reumatóide, 

potencializando a inflamação local. Aplicando a colocação desse estudo e ainda 

contribuições do estudo de Liu et al., 2021, que também associou a ação da enzima 

PAD4 com a formação de anticorpos auto imunes, no contexto da lesão periapical, 

sugere-se que o aumento da PAD4 pode contribuir para a infecção pulpar em curso, 

com o aumento da inflamação crônica, e ainda citrulinar os componentes da matriz 

extracelular dos tecidos da região periapical para gerar auto antígenos, intensificando 

a inflamação local.  

Em estudo recente de Contreras et al. (2023), as características imuno-

histológicas da pulpite irreversível sintomática e pulpite reversível em dentes humanos 

extraídos foram comparados com os resultados do quadro clínico das doenças. 

Observou-se que na pulpite irreversível, o número de neutrófilos presentes na câmara 

pulpar foi superiormente maior que na pulpite reversível. Ainda, alguns destes 

neutrófilos exibiam características semelhantes à das NETS (teias irregulares 

extracelularmente). O aumento de neutrófilos corrobora com nossos achados durante 

a fase de maior extensão da lesão periapical, em 21 e 42 dias, com maior número de 

neutrófilos. Os autores desse estudo concluíram que é compreensível que o número 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-matrix
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/autoantigen
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chronic-inflammation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-matrix
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/extracellular-matrix
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/autoantigen
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de neutrófilos seja maior durante o dano pulpar irreversível, quando a sintomatologia 

do paciente é aguda.  

Paralelamente, Neves e colaboradores, em 2020, observaram que, em animais 

neutropênicos, após a exposição pulpar experimental em camundongos e selamento 

com MTA, os referidos dentes apresentaram aumento da secreção de dentina 

reparadora, sugerindo que o menor recrutamento de neutrófilos suprime a inflamação 

na polpa dentária, estimulando o reparo tecidual com produção de dentina reparadora. 

Esse dado pode ser indiretamente correlacionado com o número aumentado de 

neutrófilos nos períodos finais do experimento do presente estudo e, 

consequentemente, maior liberação de NETs, com a evolução da lesão periapical. 

Com o objetivo de avaliar a participação de armadilhas extracelulares de 

neutrófilos no querubismo, Fuji e colaboradores, em 2021, utilizaram o modelo de 

lesão periapical induzida experimentalmente em camundongos, semelhante ao nosso, 

em camundongos geneticamente modificados. Os autores testaram a hipótese de que 

uma inflamação local desencadearia a expansão da mandíbula, um sinal de 

desenvolvimento da doença querubismo. Os camundongos com querubismo 

apresentaram inflamação exacerbada, com aumento do número de neutrófilos, 

macrófagos e osteoclastos. Além disso, o desenvolvimento da periodontite apical foi 

observada a partir de 3 dias de experimento, assim como em nosso experimento, em 

que a necrose parcial no canal radicular começou a ser observada histologicamente 

aos 2 dias. Adicionalmente, no estudo de Fuji et al. 2021, observou-se o aumento 

progressivo de intensidade dos marcadores MPO e CitH3, considerando os períodos 

experimentais de 3, 7 e 14 dias, por meio da co-localização por imunofluorescência 

para NETs. Tais resultados corroboram com nossos achados, em que a coloração 

imuno-histoquímica de MPO e CitH3 também evidenciou aumento progressivo desses 

marcadores com o tempo. 

Quanto à expressão de mRNA de PADI4, ELANE e MPO, um estudo de Hounkpe 

e colaboradores, em 2020, avaliou a modulação da expressão gênica de componentes 

das NETs na doença falciforme, e concluíram que a expressão gênica de PADI4, ELANE 

e MPO foi aumentada durante a crise vaso-oclusiva. Além disso, os autores apoiam o 

conceito de que a inibição de PADI4 poderia ser explorada como um alvo terapêutico 

para a doença.  
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Em nosso estudo, de forma geral, observou-se maior expressão de ELANE aos 5 

e 21 dias, com diferença estatística entre o grupo controle e 5 dias (p<0,05), e maior 

expressão de MPO em 21 dias, com diferença estatística entre o grupo controle e os 

períodos experimentais de 2, 5, 7 e 21 dias. Para o PADI4, houve maior expressão em 

7 dias sem, no entanto, apresentar diferença estatisticamente significativa (p>0,05) 

em relação aos demais períodos, seguido de 42 dias, que foi estatisticamente diferente 

do período de 21 dias (p<0,05) de desenvolvimento da lesão. Alguns resultados da 

expressão gênica não se correlacionam diretamente com os achados imuno-

histoquímicos do presente estudo, os quais, no geral, apresentaram maior expressão 

aos 21 e 42 dias de lesão periapical. No entanto, essas diferenças podem ser atribuídas 

a algumas limitações da técnica de RT-PCR para a avaliação das NETs na lesão 

periapical, como a utilização de amostras da hemi-mandíbula inteira, que incluem 

tecidos do dente, ligamento periodontal e osso alveolar, impossibilitando a avaliação 

precisa dos marcadores somente nas regiões apical e periapical. Adicionalmente, deve-

se ressaltar que o RT-PCR não é capaz de avaliar isoladamente a expressão 

extracelular dos marcadores relacionados às NETs (MPO, H3C1 e ELANE), indicando 

que esses dados devem ser interpretados em um contexto geral e extrapolados com 

cautela para indicar a formação dessas armadilhas de neutrófilos. Apesar dessas 

limitações que, possivelmente, tenham dificultado a evidenciação das diferenças entre 

os períodos iniciais e tardios da lesão, os resultados fornecidos por essa técnica de 

biologia molecular complementam os dados histológicos e imuno-histoquímicos do 

estudo, contribuindo para o entendimento do complexo micro-ambiente da lesão 

periapical. 

Tsuji e colaboradores (2009) realizaram um estudo de metodologia semelhante 

ao nosso, no qual avaliou a localização imuno-histoquímica de proteases neutras 

liberadas durante o desenvolvimento de lesão perirradicular, em ratos. Foi observado 

que a maior parte das células que expressaram as proteases avaliadas eram neutrófilos 

polimorfonucleares identificados morfologicamente. A elastase de neutrófilos, 

catepsina G, colagenase 2 e gelatinase B foram detectadas ao redor do ápice radicular 

aos 14 dias, e então a presença dessas proteases aumentou, gradualmente, aos 21 e 

28 dias de análise. Esses resultados concordam com nossos achados para a catepsina 

G, que foi encontrada em maior intensidade nos períodos crônicos da lesão, de 21 e 
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42 dias, com diferença estatística significativa em relação ao seu grupo controle 

(p<0,05). Além disso, houve aumento gradual de expressão dessa enzima conforme a 

progressão da lesão, concordantemente com os achados de Tsuji et al (2009). Poucas 

células expressando catepsina G estavam presentes nos períodos iniciais do nosso 

estudo, em que os períodos de 2, 5 e 7 dias não apresentaram marcação positiva ou 

apresentaram marcação suave, em 7 dias, o que também foi exposto por Tsuji e 

colaboradores. Até o presente momento, não há estudos que relacionem a catepsina 

G como marcador de NETs e sua relação com a lesão periapical, assim como a 

expressão gênica dessa enzima nesse contexto. No entanto, um estudo de Guan et al. 

(2021) relacionou a catepsina G associada a NETs, como facilitadora da invasão de 

células de carcinoma hepatocelular in vitro, sendo que em sua cultura de células, 

observou-se que a inibição de catepsina G bloqueou eficientemente a capacidade dos 

neutrófilos de promover a invasão de células carcinogênicas e também reduziu 

consideravelmente a extensão da formação de NETs, sugerindo a participação da 

catepsina G nas armadilhas extracelulares. Em 2015, Hirschfeld e colaboradores 

demonstraram em estudo de gengivite induzida a partir de biofilme supragengival, por 

meio de microscopia confocal, que a catepsina G estava presente ao redor de células 

bacterianas, confirmando que a proteína é capaz de se ligar às superfícies celulares de 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em parte devido ao seu caráter catiônico 

e às suas propriedades de ligação ao LPS, exercendo atividade antimicrobiana em 

biofilmes dentais e atuando na remoção de bactérias.  

 Esses resultados apontam para o papel ainda pouco explorado da catepsina G 

durante a formação e extrusão das NETs, bem como na lesão periapical, sugerindo a 

necessidade de novos estudos a fim de elucidar esses questionamentos.  

Adicionalmente, estudos adicionais são necessários para confirmar a participação 

e o papel das NETs nas infecções endodônticas, evidenciando sua estrutura com maior 

precisão, possibilitando o desenvolvimento de potenciais alvos terapêuticos. 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antimicrobial-activity
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6. CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que as 

Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos estão sugestivamente presentes na lesão 

periapical induzida em camundongos, especialmente nos períodos finais do 

experimento. O número aumentado de neutrófilos nas fases crônicas da doença 

confirma a expressão mais intensa de marcadores relacionados às NETs nesses 

períodos e, consequentemente, sua correlação com o aumento da extensão da lesão 

periapical. As proteínas PAD4 e CTSG também estão presentes durante a progressão 

da doença, sugerindo ação na degradação do tecido do hospedeiro, o que potencializa 

a resposta inflamatória e a progressão da lesão periapical. 
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