
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE  
PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOQUÍMICA E IMUNOLOGIA 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 CARACTERIZAÇÃO DAS LESÕES PERIAPICAIS 

INDUZIDAS EM ANIMAIS DEFICIENTES DAS ENZIMAS 

INOS E DA SUBUNIDADE GP91 DA 

NADPH OXIDASE 

 
 
 
 

MARCELO JOSÉ BARBOSA SILVA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

BELO HORIZONTE 
2009 



 

 

MARCELO JOSÉ BARBOSA SILVA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CARACTERIZAÇÃO DAS LESÕES PERIAPICAIS 

INDUZIDAS EM ANIMAIS DEFICIENTES DAS ENZIMAS 

INOS E DA SUBUNIDADE GP91 DA 

NADPH OXIDASE 

 
 
 
 
 
 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Bioquímica e Imunologia 

como requisito parcial para obtenção do 

título de Doutor em Ciências Biológicas. 

Área de concentração: Imunologia 

Orientadora: Profª Leda Quercia Vieira 

Co-orientador: Prof. Antônio Paulino 

Ribeiro Sobrinho 

 
 
 
 
 
 
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

BELO HORIZONTE 2009



Dedicatória 
 _________________________________________________________________________________________________ 
 

 III 

DEDICATÓRIA 
 

 

  
 

 A toda a minha família, em especial ao meu pai, são as pessoas mais importante para mim. 
 



Agradecimentos 
_________________________________________________________________________________________________ 

 

 IV 

AGRADECIMENTOS 
 

 

A Paulinha, minha esposa  e super companheira.  

 

A Profa. Leda Quercia Vieira por ter disponibilizado recursos para a realização deste 
trabalho, pela compreensão, estímulos e conselhos profissionais e científicos.  

 

Ao Prof. Antônio Paulino Ribeiro Sobrinho pelo entusiasmo constante. 
 

Ao Dr. Toshihisa Kawai por todo o apoio e experiência transmitida durante o período em 

que tive o prazer de trabalhar com ele. 

 

A Profa. Rosa Arantes, pelo entusiasmo e contribuição na publicação que foi fundamental 

para a realização deste trabalho. 

 

A Profa. Gerluza pela ajuda durante o processamento histológico das lâminas e pelas 

orientações sempre bem vindas. 

 

Ao Prof. Antônio Helvécio Totola pelas orientações nas análises dos resultados do Real 

Time PCR. 

 

Ao Prof. Oscar por ter cedido o espaço e equipamento para realização dos experimentos 

finais. 

 

Ao Prof. Marcelo Calliari pela contribuição na análise morfométrica das lâminas. 

 

A Maria Rosa e Fernanda que ajudaram muito na obtenção dos resultados do Real Time 

PCR. 

 

Aos meus colegas de laboratório, grandes companheiros do dia-a-dia cujas sugestões 

foram fundamentais para resolução dos problemas que ocorrem durante os 

experimentos. Pelos momentos de descontração, afinal, nem tudo é só trabalho. 

 



Agradecimentos 
_________________________________________________________________________________________________ 

 

 V 

Aos meus companheiros do Forsyth, principalmente, Kazu, Mickey, Hany, Cristina e 

Luciana. Adorei trabalhar com todos vocês! 

 

Aos amigos de Boston que tornaram a nossa vida ainda mais agradável. 

 

A todos os técnicos e funcionários da UFMG. 

 



Epígrafe 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 

 VI 

 
EPÍGRAFE 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Nada lhe posso dar que já não exista em você mesmo. 

Não possa abrir-lhe um mundo de imagens, além daquele que há em sua própria alma. 

Nada lhe posso dar a não ser a oportunidade, o impulso e a chave. 

Eu o ajudarei a tornar visível o seu próprio mundo, e isso é tudo.” 

Hermann Hesse 



Resumo 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 

 VII 

RESUMO 
 
 

As lesões periapicais desenvolvem-se como uma resposta do hospedeiro frente 

às infecções endodônticas. A óxido nítrico sintase (NOS) e a NADPH oxidase são enzimas 

responsáveis por gerarem espécies reativas de oxigênio e nitrogênio cuja principal ação, 

entre muitas, relaciona-se à resistência contra patógenos. Essas enzimas são produzidas 

por fagócitos e outros tipos celulares. Nesse estudo, avaliaram-se os aspectos 

imunológicos e histológicos da lesão periapical induzida em camundongos C57BL/6 

selvagem, iNOS-/- e PHOX-/-. Os resultados mostraram que os animais deficientes da iNOS 

expressam elevados níveis IL-1, TNF-, RANK, RANKL e MCP-1 comparado àqueles 

deficientes da PHOX e o selvagem. A reabsorção óssea apical foi maior nos camundongos 

iNOS-/- comparados aos outros grupos estudados. Observou-se discreto infiltrado 

inflamatório nos camundongos selvagens e PHOX-/-, enquanto os camundongos iNOS-/- 

apresentaram intenso infiltrado mononuclear e polimorfonuclear. Avaliou-se também, a 

presença de linfócitos T na lesão periapical e na medula óssea adjacente em três tempos 

operatórios diferentes: 3, 7 e 14 dias após a indução da lesão periapical. Comprovou-se a 

presença de linfócitos T expressando mRANKL, 3 e 7 dias após o procedimentos 

operatórios, mas não no 14º  dia. Por sua vez, na medula óssea, linfócitos T mRANKL+ 

foram encontradas em todos os tempos operatórios. Detectaram-se, também, 

fibroblastos e osteoblastos expressando mRANKL 3 dias após a indução da lesão 

periapical. Os resultados sugerem que os linfócitos T, fibroblastos e osteoblastos 

parecem ser as células responsáveis pela expressão de mRANKL e, conseqüentemente, 

pela diferenciação dos osteoclastos nos primeiros momentos do desenvolvimento da 

lesão periapical. Ademais, os microrganismos e seus subprodutos presentes nas 

infecções radiculares dos animais C57BL/6 selvagens e PHOX-/- podem interagir com 
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receptores da resposta imune inata, induzindo a expressão da iNOS e a produção de NO, 

que podem controlar o processo infeccioso nos tecidos perirradiculares.  As espécies 

reativas de oxigênio não parecem cumprir um papel importante na resistência contra 

infecções bacterianas nesse modelo de estudo já que as características imunológicas e 

histológicas da lesão periapical nos animais deficientes da PHOX são semelhantes ao 

camundongo C57BL/6.  
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ABSTRACT 
 

 
The development of periapical lesions is a consequence of host response against 

an endodontic infection. The nitric oxide synthase and the NADPH oxidase are 

responsible for generating reactive oxygen and nitrogen intermediates whose main 

action, amongst many others, is the resistance against pathogens. Phagocytes and other 

cellular types can produce these enzymes. The aim of this study was to investigate the 

immunologic and histological aspects of periapical lesion in C57BL/6 wild-type mice, 

iNOS-/- and PHOX-/-. The results showed that the iNOS-/- mice expressed high levels of IL-

1, TNF-, RANK, RANKL and MCP-1 when compared to those with a deficiency in 

NADPH oxidase and to the wild-type one. The apical thickening of the periodontal 

ligament was greater in the iNOS-/- mice when compared with the other groups under 

study, indicating a greater bone resorption. A mild inflammatory infiltrate was noticed 

in the wild-type mice, as well as in the PHOX-/- ones, whereas the iNOS-/- mice had an 

intense mononuclear and polymorphonuclear infiltrate. We also evaluated the presence 

of T cells in the periapical lesion and in the adjacent bone marrow in three different 

post-operative stages: 3, 7, and 14 days after the induction of periapical lesion. There 

were T cells expressing mRANKL on day 3 and 7 after the operative procedures, but not 

on the 14th day. In turn, mRANKL+ T cells were found in the bone marrow in all pos-

operative times. Fibroblasts and osteoblast expressing mRANKL were also detected 3 

days after the periapical lesion induction. These findings suggest that the T cells, 

osteoblasts and the fibroblasts seem to be the cells responsible for the expression of 

mRANKL and, therefore, for the mediation of osteoclast differentiation in the earlier 

stages of the periapical lesion development. Furthermore, the microorganisms and their 

products present in the root canal infections of the C57BL/6 wild-type mice as well as in 
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the PHOX-/- animals may interact with receptors of the innate immune response, 

inducing the expression of iNOS and the production of NO, which may control the 

infectious process in the periradicular tissues. The reactive oxygen intermediates seem 

not to play an important role in the resistance against bacterial infections in this model 

of study since the immunological and histological characteristics of the periapical lesion 

in PHOX-deficient animals are similar to those found in the C57BL/6 mice.  

 

Keywords: iNOS, NADPH oxidase, periapical lesion, nitric oxide, reactive oxygen 

intermediates, reactive nitrogen intermediates. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O tecido pulpar é circunscrito por uma cavidade rígida e inextensível de dentina 

que, em condições normais, não possui uma microbiota residente. No entanto, os 

microorganismos da cavidade oral podem infectar o tecido pulpar por diferentes vias: 

através da exposição dos túbulos dentinários causada pela cárie e/ou por restaurações 

mal-adaptadas, e através da circulação sanguínea (via anacorética) (TAKAHASHI 1998). 

No momento em que os patógenos conseguem se instalar e agredir esse tecido, 

alterações imuno-inflamatórias ocorrerão, causando a formação de um edema 

intrapulpar. Como as paredes de dentina são inextensíveis e o tecido pulpar não 

apresenta circulação colateral (a origem do suprimento de sangue vem basicamente do 

forame apical), o edema irá comprimir os vasos sanguíneos da polpa dentária, 

dificultando a circulação e reduzindo o aporte de oxigênio.  

Diante desse cenário, os processos metabólicos pulpares cessam juntamente com 

a perda da sua estrutura, culminando em necrose. O tecido pulpar necrosado fornecerá, 

então, livre acesso aos microrganismos da cavidade oral, oferecendo as condições ideais 

para a formação de colônias bacterianas e de biofilmes microbianos dentro do canal 

radicular. As endotoxinas bacterianas (lipolissacarídeos, proteoglicanos, enzimas e os 

produtos metabólicos) e derivados da desintegração pulpar atravessam o forame apical 

e passam a induzir alterações nos tecidos adjacentes periodontais (NAIR et al. 1996). É 

importante ressaltar que a presença desses microrganismos na lesão periapical é uma 

exceção, e não uma regra (BLOCK et al. 1976). Assim sendo, o desenvolvimento das 

alterações perirradiculares é consequência do efeito indireto de uma infecção instalada 

nos sistemas de canais radiculares. 



Introdução 
_____________________________________________________________________________________________________ 

 

15 

A persistência da microbiota intra-canal induz a formação do granuloma apical. 

Essa lesão está localizada ao redor do ápice radicular e é formada em resposta aos 

estímulos nocivos, de baixa intensidade, provenientes do canal radicular (NAIR 

2004,NAIR et al. 1996). A lesão se inicia por hiperemia e edema no pericemento apical 

com a infiltração de células inflamatórias crônicas, com muitos macrófagos, plasmócitos, 

linfócitos B e T, além da presença de células não-inflamatórias como fibroblastos, 

osteoblastos e células endoteliais (NAIR 2004,NAIR et al. 1996,RODINI e LARA 2001). A 

inflamação e o aumento da vascularização do tecido induzem a reabsorção óssea 

próximo à área apical, tornando-a radiograficamente visível (MARTON e KISS 1992). O 

granuloma apical típico é, quase sempre, circundado por uma cápsula fibrosa, com feixes 

condensados de colágeno adjacente ao osso. A lesão possui um excelente potencial de 

reparo e se converte em tecido periapical normal ou tecido de cicatrização quando o 

irritante é removido (DE DEUS 1992). 

 

1.1 Reabsorção óssea periapical 

 

A reabsorção óssea observada nas lesões periapicais ocorre por um desequilíbrio 

entre a atividade de osteoclastos e osteoblastos. Em modelos animais, particularmente 

em camundongos e ratos, as lesões periapicais desenvolvem-se rapidamente entre a 

primeira e a segunda semana (fase aguda), com um predomínio de citocinas pró-

inflamatórias (IL-1, IL-1, e TNF- e intensa reabsorção óssea periapical, seguida de 

uma fase crônica, com mudanças no perfil das citocinas ali liberadas (IL-4, IL-10 e IL-13) 

(STASHENKO et al. 1987,STASHENKO et al. 1994,STASHENKO et al. 1998,DINARELLO 

1996).  
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A IL-1 é, possivelmente, o mais importante destes mediadores, sendo ativa em 

concentrações menores que 1 ng/mL (STASHENKO e WANG 1992,LIM et al. 

1994,SHIMAUCHI et al. 1998). Inicialmente, pôde-se observar que esse mediador tem 

atividade de reabsorção óssea em ossos longos de feto de ratos (DEWHIRST et al. 1985). 

Em seguida, Stashenko et al. (1987) demonstraram que a IL-1 foi capaz de inibir a 

formação óssea in vitro em culturas de osteoblastos. Segundo os autores, essa ação 

estaria relacionada aos múltiplos efeitos inibitórios provocados pela IL-1 nos 

osteoblastos, especificamente devido à inibição da síntese de colágeno, da expressão da 

fosfatase alcalina e da replicação dessas células.  

Alguns anos depois, Shimauchi et al. (1992) constataram que a IL-1 estava 

presente em lesões periapicais humanas. Nessa pesquisa, analisaram-se exudatos de 29 

amostras de lesões periapicais com reabsorção óssea diagnosticada radiograficamente, 

onde, em 25 casos, foram constatados níveis elevados da IL-1. Lim et al. (1994) 

realizaram um trabalho semelhante e observaram que as lesões periapicais sintomáticas 

apresentavam níveis mais elevados da IL-1 do que as lesões assintomáticas. Sendo 

assim, a IL-1 favorece a reabsorção óssea nas lesões periapicais, inibindo a formação 

óssea pelos osteoblastos e induzindo a reabsorção óssea pelos osteoclastos. 

Verificou-se que há uma correlação positiva entre a produção de IL-1 e os 

mediadores pró-inflamatórios IL-2, IL-12, TNF- e IFN-(STASHENKO et al. 1998). 

Conforme dito anteriormente, algumas dessas citocinas são encontradas, 

principalmente, na fase aguda da lesão, momento em que acontece grande reabsorção 

óssea periapical (KAWASHIMA et al. 1996,STASHENKO e YU 1989). Em contrapartida, a 

produção das citocinas Th2 (IL-4, IL-6 IL-10 e IL-13) coincide com a fase crônica da 

lesão (STASHENKO et al. 1998). Durante essa fase, a atividade reabsortiva é menor 

devido à ação dessas citocinas. Por exemplo, as lesões periapicais em camundongos IL-
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10-/- se desenvolvem com maior reabsorção óssea quando comparada com o 

camundongo selvagem. Além disso, nos animais knockout, a produção de IL-1 na lesão 

periapical foi 10 vezes maior do que no animal selvagem. Isso indica que a IL-10 reduz a 

reabsorção óssea, inibindo a produção da IL-1 na lesão periapical (SASAKI et al. 2000). 

Já as citocinas IL-4 e IL-13 são capazes de inibir a reabsorção óssea interferindo na 

osteoclastogênese, bem como na redução da produção das citocinas Th1 (STASHENKO 

et al. 1998). 

Sabe-se que existe uma inter-relação entre a resposta imunológica e o 

metabolismo ósseo, o que insere a investigação dessa doença dentro do campo da 

osteoimunologia (KAWASHIMA et al. 2007,VERNAL et al. 2006b). Esse termo surgiu há 

aproximadamente uma década e os estudos dedicados a esta ciência têm fornecido mais 

conhecimento sobre a patogênese da lesão periapical. 

O principal mecanismo regulador da atividade de osteoblastos e osteoclastos é 

mediado pelo Receptor do Fator Nuclear Kappa B (RANK) e o seu ligante (RANKL), que 

pertencem à superfamília do receptor do Fator de Necrose Tumoral (TNF). O RANKL é 

expresso por diferentes tipos celulares, tais como fibroblastos, linfócitos, macrófagos e 

células dendríticas (ANDERSON et al. 1997,COCHRAN 2008,JOSIEN et al. 2000). Ele pode 

ser expresso na membrana celular, sendo chamado de RANKL de membrana (mRANKL), 

que pode ser clivado, tornando-se o RANKL solúvel (sRANKL) (MIZUNO et al. 

2002,NAKASHIMA et al. 2000). Sendo um membro da superfamília dos receptores do 

TNF, RANK não possui atividade de cinase. Deste modo, para que ocorra a cascata de 

sinalização causada pela interação de RANKL com o seu receptor RANK, este tem de 

recrutar fatores associados ao receptor TNF ou TRAFs, sendo o TRAF6 o mais 

importante deles (INOUE et al. 2000,WONG et al. 1999). Por sua vez, TRAF6 ativa uma 

série de mediadores intracelulares que causará a ativação do Fator Nuclear Kappa B 
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(NF-B) e do Fator Nuclear da Ativação de Linfócitos T (NFATc1) (TAKAYANAGI et al. 

2002). Quando essa via é ativada, pré-osteoclastos se unem, formando osteoclastos.  

A osteoprotegerina (OPG) foi descoberta por causa da sua capacidade de inibir a 

diferenciação dos osteoclastos, in vivo e in vitro. Por ser um homólogo de RANK, OPG 

interage com RANKL, impedindo a ligação RANKL-RANK (BOYLE et al. 2003). A OPG é 

um membro da superfamília do receptor do TNF, mas diferentemente dos membros 

dessa família, não apresenta um domínio transmembrana, indicando que a OPG é 

secretada como uma proteína solúvel. Ela pode ser sintetizada por células do ligamento 

periodontal, fibroblastos e osteoblastos (BOYLE et al. 2003,LEIBBRANDT e PENNINGER 

2008).  

O entendimento do sistema OPG/RANKL/RANK tem elucidado questões sobre o 

metabolismo ósseo, principalmente em relação aos mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento dos osteoclastos e, consequentemente, na remodelação óssea 

(KHOSLA 2001). Sabe-se que a fase inicial da remodelação óssea começa com o 

recrutamento de precursores dos osteoclastos para o tecido ósseo, seguida pela 

diferenciação dessas células em osteoclastos que serão ativados pelo contato de célula 

com célula e por fatores liberados pelos osteoblastos (FULLER et al. 1991). Assim, o ciclo 

de reabsorção começa com a ativação dos osteoclastos pelos fatores hormonais 

(calcitriol e paratormônio) e mediadores ali liberadas (RANKL, IL-1, IL-6 e IL-11). Após a 

ativação, essas células liberam enzimas ácidas e hidrolíticas que causam a degradação 

tanto de componentes minerais quanto de componentes orgânicos. O elevado nível de 

cálcio extracelular causado pela reabsorção da matriz óssea e por substâncias ali 

liberadas encerra esse ciclo de reabsorção (HILL 1998). Nesse momento, os osteoclastos 

sofrem apoptose induzida pelo Fator de Crescimento Transformante Beta (TGF-) 

(HUGHES et al. 1996).  
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A próxima etapa é denominada fase de reversão, momento em que células 

mononucleares da linhagem dos monócitos e macrófagos preparam a superfície para 

novos osteoblastos iniciarem a formação óssea, produzindo uma glicoproteína na qual 

os osteoblastos podem se aderir (KHOSLA 2001,FULLER et al. 1991). Durante a fase 

inicial da remodelação óssea, a formação dos osteoclastos é controlada pelo sistema 

OPG/RANKL/RANK. Isso assegura que os ciclos ocorram de forma sincronizada: um 

ciclo de reabsorção seguido de um ciclo de formação óssea, mantendo a integridade do 

sistema esquelético (KHOSLA 2001).  Em certas doenças inflamatórias que envolvem o 

tecido ósseo não existe equilíbrio entre formação e destruição óssea. Sendo assim, pode 

ocorrer excessiva formação óssea, como na osteopetrose, ou excessiva reabsorção óssea, 

como ocorre na doença reumatóide, doença periodontal e na lesão periapical 

(KAWASHIMA et al. 2007,LERNER 2006).  

 

1.2 As quimiocinas na lesão periapical 

 

As lesões periapicais são caracterizadas pela migração constante de 

polimorfonucleares, leucócitos, monócitos, linfócitos, plasmócitos e mastócitos 

(LIAPATAS et al. 2003,NAIR 1997,RODINI e LARA 2001). O recrutamento dessas células 

durante o processo inflamatório é essencial para controlar a infecção periapical. Tal 

tarefa é resultado da expressão de moléculas de adesão na superfície vascular de células 

endoteliais, que foram induzidas por citocinas (IL-1, IL-1, TNF-) e por quimiocinas 

(MOUGHAL et al. 1992).  

As quimiocinas são pequenos peptídeos de 8-12 kDa que possuem quatro 

resíduos de cisteína em posições altamente conservadas. Dependendo da posição das 

duas primeiras cisteínas próximas ao domínio amino-terminal, elas são enquadradas 
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dentro de quatro subfamílias: CXC ou alfa, CX3C ou delta, CC ou beta e C ou gama, sendo 

que o X representa o aminoácido presente na porção amino-terminal (ROSSI e ZLOTNIK 

2000).  

Existem atualmente mais de 40 quimiocinas e aproximadamente 20 receptores 

de quimiocinas descritos em humanos (MACKAY 2001). A interação entre as 

quimiocinas e seus receptores é complexa, visto que muitas se ligam a mais de um 

receptor e muitos receptores se ligam a mais de uma quimiocina. Sendo assim, é difícil 

saber o papel individual de cada uma. No entanto, estudos mais detalhados sobre as 

interações entre as quimiocinas e seus receptores mostraram que elas podem ser 

classificadas em duas categorias, dependendo de como são produzidas: as quimiocinas 

constitutivas e as quimiocinas induzidas (BARBOSA 2008). 

                    As quimiocinas constitutivas estão envolvidas na organização do tecido 

linfóide e no tráfego basal de leucócitos (SALLUSTO e BAGGIOLINI 2008). Em 

contrapartida, as quimiocinas induzidas ou inflamatórias são produzidas em resposta à 

infecção e recrutam células efetoras, incluindo monócitos, granulócitos e linfócitos T 

efetores para o local da entrada do patógeno (MOSER e LOETSCHER 2001). Exemplos 

dessas quimiocinas incluem CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CCL11/eotaxina, CCL4/MIP-1, 

CCL2/MCP-1 e CxCL10/IP-10.  Diversas publicações vêm dando mais atenção às 

quimiocinas devido à importância desses mediadores no recrutamento de leucócitos, em 

diferentes modelos de inflamação, incluindo lesões periapicais, doença periodontal, 

infecção intestinal, reações alérgicas e outras doenças (MENZIES-GOW et al. 2002,CHAE 

et al. 2002,GARLET et al. 2003).  

                       A produção de quimiocinas na lesão periapical pode ser iniciada por elas 

próprias, por produtos bacterianos e por citocinas como IL-1, TNF- e IFN-. É 

interessante notar que produtos liberados da dissolução dos tecidos minerais podem, 
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também, induzir a liberação dessas citocinas quimiotáticas (SILVA et al. 2007).  Esses 

produtos podem ser constituintes da dentina, como sialoproteínas e fosfoproteínas. 

Essas proteínas podem estimular a liberação de fatores quimiotáticos por osteoblastos 

in vitro. Além disso, elas são capazes de estimular a migração de neutrófilos através da 

liberação de CXCL1/KC e CXCL2/MIP-2 (SILVA et al. 2007). As bactérias gram-negativas, 

normalmente encontradas em infecções endodônticas, como  Porphyromonas 

endodontalis, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia são capazes de induzir a 

produção de CXCL8/IL-8 por fibroblastos pulpares e osteoblastos (YANG et al. 2003).  

Outro provável causador da liberação de quimiocinas nas lesões periapicais é o trauma 

causado pela instrumentação ou a irritação causada pelos agentes irrigatórios e 

materiais endodônticos (SCHMALZ et al. 2000,TUNCER et al. 2005). 

                       Em lesões periapicais humanas, Kabashima et al. (2001) analisaram e 

detectaram células positivas para MCP-1, MIP-1, MIP-1 e IP-10. Marton et al. (2000) 

haviam comprovado resultados semelhantes, demonstrando a presença das quimiocinas 

IL-8, MCP-1 e RANTES em granulomas periapicais humanos. Eles notaram que tipos 

celulares diferentes podem expressar tanto IL-8 quanto MCP-1. Células de diferentes 

formas (fusiformes e poligonais), encontradas próximo aos restos epiteliais de Malassez, 

mostraram forte marcação citoplasmática com o anticorpo anti-IL-8, enquanto células 

marcadas para o MCP-1 foram encontradas na camada epitelial dos vasos sanguíneos, 

presentes nos granulomas. Acredita-se que, em lesões periapicais crônicas, as 

quimiocinas são fatores importantes para o desenvolvimento da lesão, contribuindo 

para a destruição tecidual local e estimulando a liberação de mediadores inflamatórios. 

  Já se sabe que o MCP-1 é importante para migração de células mononucleares 

para a região periapical. Como foi demonstrado por Chae et al. (2002), camundongos 

deficientes dessa quimiocina são susceptíveis à disseminação da infecção endodôntica. 
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Em lesões periapicais humanas, o MCP-1 também participa do recrutamento de 

monócitos, sendo expresso, principalmente, por células epiteliais (MARTON et al. 

2000,KABASHIMA et al. 2001). Outros trabalhos já provaram que o MCP-1 é produzido 

em cistos periapicais, podendo ser responsável pela progressão desse tipo de lesão 

(SILVA et al. 2005). Portanto, MCP-1 está relacionado com o desenvolvimento das lesões 

perirradiculares. 

 

1.3 Óxido nítrico – visão geral 

 

O óxido nítrico (NO) é um mensageiro intracelular relacionado com a resposta 

imunológica, além de participar dos mecanismos neuronais e cardiovasculares 

(NATHAN 1992). Ele é produzido por um grupo de isoenzimas denominadas óxido 

nítrico sintase (NOS) (BREDT e SNYDER 1990). Três isoformas distintas da NOS já foram 

identificadas: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e indutível (iNOS) (NATHAN 1992). A 

eNOS e nNOS são enzimas constitutivas dependentes da interação com o complexo 

cálcio/calmodulina. Elas podem sintetizar, rapidamente, pequenas quantidades de óxido 

nítrico, na ordem de 10-9 M (CARMIGNANI et al. 2000). A iNOS é uma enzima cuja 

expressão é induzida por mecanismos inflamatórios. Ela pode produzir quantidades de 

NO na ordem de 10-6 M, 1000 vezes maior do que as NOS constitutivas. Nessa 

concentração, o NO é transformado em outras espécies reativas que são citotóxicas 

(ALAYAN et al. 2006). 
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1.3.1 O óxido nítrico e a resistência contra patógenos 

 

No que se refere à importância do NO nos mecanismos de resistência contra 

diferentes patógenos, Assreuy et al. ( 1994) demonstraram que macrófagos estimulados 

com Zimozan e IFN- ou LPS e IFN- matam a Leishmania major e que a adição de um 

inibidor da iNOS (N-iminoetil-L-ornitina) impede completamente esse efeito. Os autores 

ainda comprovaram que o doador de NO, S-nitroso-acetil-penicilina teve grande ação 

microbicida quando adicionado diretamente sobre o parasita. Desse modo, a morte do 

parasita realizada pelo macrófago é altamente dependente do óxido nítrico. Para 

reforçar a importância do NO na suscetibilidade contra a infecção por Leishmania major, 

outros autores deixaram claro que a geração de NO cumpre papel central na produção 

de IFN- pelas células natural killer (DIEFENBACH et al. 1998).  

Em alguns parasitismos, o NO pode ser relevante tanto na fase aguda da doença 

quanto na fase crônica. Essa importância está bem caracterizada na infecção por 

Toxoplasma gondii, quando o NO parece não ser necessário para a resistência inicial a 

esse patógeno, uma vez que animais iNOS-/- conseguem inibir o crescimento do parasita. 

Entretanto, se animais que sofrem dessa infecção crônica forem tratados com inibidores 

da iNOS, o resultado é a reativação da doença (ALEXANDER et al. 1997). Outros 

trabalhos realizados em animais iNOS-/- comprovaram que essa enzima também é 

importante na resistência contra bactérias relacionadas à infecção endodôntica. Tais 

bactérias são a Prevotella nigrescens, o Actinomyces viscosus e o Fusobacterium 

nucleatum (FUKADA et al. 2008). Gyurko et al. (2003) demonstraram a importância da 

produção do NO em modelo de doença periodontal provocada pela Porphyromonas 

gingivalis, em animais iNOS-/-.  
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1.4 Óxido nítrico e reabsorção óssea 

 

O óxido nítrico produzido pelo próprio organismo ou fornecido por doadores 

possuem uma ação dicotômica que afeta o recrutamento, proliferação, diferenciação e 

sobrevivência tanto dos osteoclastos e osteoblastos quanto dos precursores dos 

osteoclastos. A produção basal ou induzida de baixos níveis de NO favorece a formação 

dos osteoclastos, enquanto níveis elevados de NO inibem a formação dos mesmos 

(CHOLE et al. 1998,RALSTON et al. 1995,RALSTON e GRABOWSKI 1996,VAN'T HOF e 

RALSTON 2001). Por exemplo, o tratamento das células da calvária de camundongos 

com doses crescentes de um doador de óxido nítrico (S-nitroso acetilpenicilina) provou 

que doses mais baixas de NO induzem a formação de osteoclastos, ao passo que doses 

mais altas a inibiam  (RALSTON et al. 1995). Complementando o experimento anterior, 

Ralston e Grabowski (1996) publicaram resultados indicando uma forte associação 

entre a produção do NO com a reabsorção óssea induzida pelas citocinas IL-1 e TNF-. 

Eles trataram células da calvária de camundongos com IL-1 e TNF- e demonstraram 

que a reabsorção óssea induzida pelas citocinas estava relacionada com a produção de 

baixos níveis de NO, aproximadamente 15 M. No entanto, quando eles realizaram os 

mesmos experimentos tratando as mesmas células com IFN-, observaram que essa 

citocina inibiu a reabsorção óssea e que essa inibição estava relacionada com a maior 

produção de NO, em torno de 40 M.  

O NO tem sido apontado como um mediador importante na ação do estrógeno 

sobre o bloqueio da reabsorção óssea que ocorre na osteoporose. Em estudos com  um 

modelo de osteoporose por deficiência de estrógeno, ratas ovariectomizadas 

apresentavam menor densidade óssea e redução no peso do fêmur em relação ao grupo 
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controle. Esses efeitos foram completamente inibidos pelo tratamento com 

nitroglicerina (doador de NO) (WIMALAWANSA et al. 1996). Complementando esses 

experimentos, os pesquisadores trataram as ratas com 17-beta-estradiol que, como 

esperado, inibiu a perda óssea. Porém, na presença de L-Nitro-Arginina Metil Ester (L-

NAME), um inibidor da iNOS, esse tratamento não foi efetivo, indicando que a ação 

protetora do estrógeno contra a perda óssea pode ser mediada pelo óxido nítrico. 

Outros autores mostraram resultados conflitantes com os anteriores, ao observarem 

que camundongos ovarectomizados deficientes da iNOS não apresentavam redução na 

densidade óssea (CUZZOCREA et al. 2003). Portanto, o NO exerce efeitos opostos no 

osteoclasto, podendo tanto inibir sua ativação e diferenciação quanto induzi-las.  

Alguns estudos já demonstraram a importância do NO em modelos animais de 

doenças inflamatórias relacionadas ao tecido ósseo, tais como a artrite reumatóide, 

doença periodontal e periodontite apical (VEIHELMANN et al. 2002,ALAYAN et al. 

2006,FUKADA et al. 2008).  Alayan et al. (2006) induziram doença periodontal em 

camundongos iNOS-/- por inoculação oral de Porphyromonas gingivalis. Eles mostraram 

que os camundongos deficientes da iNOS apresentaram duas vezes mais reabsorção 

óssea do que os camundongos selvagens. Eles avaliaram, também, o infiltrado 

inflamatório em infecções subcutâneas com Porphyromonas gingivalis e observaram que 

os camundongos deficientes da iNOS possuem um infiltrado de polimorfonucleares 

maior do que os camundongos selvagens. Fukada et al. (2008), por sua vez, obtiveram 

resultados semelhantes em lesões periapicais induzidas em camundongos iNOS-/-. Esses 

animais apresentaram maior reabsorção óssea periapical 14 dias após a infecção dos 

canais radiculares pelas bactérias Porphyromonas gingivalis e Prevotella nigrescens.  

Além disso, o número de osteoclastos e a expressão de RANK foram maiores 
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comparados aos animais selvagens. Deste modo, o óxido nítrico intercede na reabsorção 

óssea alveolar causada por patógenos da cavidade oral. 

 

1.5 A relação entre o óxido nítrico e RANKL 

 

Os mediadores do sistema esquelético RANKL e OPG não estão envolvidos 

somente nos mecanismos de diferenciação dos osteoclastos a partir de células 

progenitoras da medula óssea, mas também na fisiologia e patologia do sistema 

vascular. Tal envolvimento parece depender da produção do NO pela óxido nítrico 

sintase (SATTLER et al. 2004,BROWNER et al. 2001,SCHOPPET et al. 2003b,MIN et al. 

2007).  

Alguns trabalhos comprovaram que os níveis sanguíneos de RANKL e OPG estão 

relacionados com doenças coronarianas. Os níveis de OPG são quatro vezes mais altos 

em mulheres com risco de doenças cardiovasculares em comparação com mulheres 

saudáveis (BROWNER et al. 2001). Corroborando esses resultados, outros autores 

encontraram elevados níveis de OPG e baixos níveis de sRANKL em homens com doença 

coronariana (SCHOPPET et al. 2003a,SCHOPPET et al. 2003b). Então, já que sRANKL está 

relacionado com doenças coronarianas, é possível que essa proteína exerça alguma 

influência na parede dos vasos sanguíneos. Para confirmar essa hipótese, Min et al. 

(2007) demonstraram que RANKL promove a permeabilidade vascular e angiogênese, 

estimulando a óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) por mecanismos dependentes de 

TRAF-6, PI3K e Akt. Sendo assim, RANKL promove alterações na parede vascular, 

regulando a produção do óxido nítrico na camada endotelial.  

Sabe-se que RANKL induz a produção de NO pelas células pré-osteoclásticas e 

que essa produção é essencial na diferenciação dos osteoclastos (FAN et al. 
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2004,FUKADA et al. 2008). Entretanto, Zheng et al. (2006) comprovaram que a 

produção de NO induzido pelo RANKL exerce uma regulação negativa na diferenciação 

osteoclástica, uma vez que as células da medula óssea isoladas de camundongos iNOS-/- 

estimuladas pelo RANKL se diferenciam mais em osteoclastos, quando comparadas às 

mesmas células isoladas dos camundongos selvagens. Para esclarecer tal fato, eles 

estimularam células RAW 264.7 com RANKL e mostraram que essas células produzem 

IFN-, além de NO. Em seguida, eles trataram células RAW 264.7 durante a sua 

diferenciação com um anticorpo que neutraliza o IFN-. Observou-se que a inativação do 

IFN- causa uma redução na expressão da iNOS e do NO, aumentando a diferenciação 

dos osteoclastos. Deste modo, a produção do IFN- induzido pelo RANKL em células pré-

osteoclásticas promove a expressão da iNOS e a geração do NO, sendo um importante 

sinal de feedback negativo durante a osteoclastogênese.  

 Os resultados acima discutidos mostram que os eventos iniciados pela interação 

entre RANKL e RANK em vasos sanguíneos e nas células progenitoras dos osteoclastos 

estão fortemente relacionados com a expressão da iNOS e com a produção do NO. 

 

1.6 Óxido nítrico na lesão periapical  

 

O processo da formação das lesões periapicais está diretamente relacionado com 

a destruição óssea provocada pelas citocinas IL-1 e TNF-cuja produção é estimulada 

pela presença de produtos bacterianos oriundos do canal radicular (STASHENKO et al. 

1987,HONG et al. 2004,BAIK et al. 2008). Além disso, existe uma forte correlação entre a 

produção da iNOS e os fatores bacterianos, tais como o LPS e as citocinas pró-

                                                        
1 Já se sabe que o IFN- inibe a osteoclastogênese por interferir na expressão de c-fos induzida pelo 
RANKL (TAKAYANAGI et al. 2002). 
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inflamatórias (IFN-, IL-1 e TNF- (NAIR et al. 1996,REDDI et al. 1995,KIKKAWA et al. 

1998,HONG et al. 2004,FOUAD e ACOSTA 2001,SUNDQVIST 1992).  

Em 1998, Takeichi et al. comprovaram que polimorfonucleares (PMN) obtidos a 

partir de exudatos da lesão periapical em pacientes humanos expressam iNOS e 

produzem NO. Para constatar se PMN obtidos do sangue periférico dos mesmos 

pacientes são capazes de produzir NO, essas células foram isoladas e estimuladas com 

uma mistura de LPS, IL-1 e IFN-. Observou-se que o tratamento dos PMN com a 

combinação das três substâncias produziu elevados níveis de NO (224±26 M), quando 

comparado com LPS e IL-1 (90±32 M) ou LPS e IFN- (158±20 M). Resultado 

semelhante ao encontrado nos PMN foi demonstrado na própria lesão. Eles observaram 

a co-localização entre PMN produzindo iNOS, com mononucleares produzindo IL-1 ou 

IFN-. Sendo assim, os PMN podem produzir NO induzido por citocinas liberadas por 

células mononucleares. 

Em 1999, outros autores complementaram os achados anteriores, isolando 

monócitos do sangue periférico de indivíduos com alterações perirradiculares e os 

estimulando com LPS de bactérias sabidamente envolvidas nas infecções endodônticas 

(PrevotelIa intermedia, Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis). Eles 

viram que as células mononucleares produziram elevados níveis de IL-1, IL-6 e IL-8 em 

resposta ao LPS (MATSUSHITA et al. 1999). Hong et al. (2004) publicaram resultados 

ainda mais relacionados com a lesão periapical. Eles demonstraram que o LPS induz a 

reabsorção óssea periapical através da liberação de IL-1 e TNF- por macrófagos 

presentes na lesão. Confirmou-se a capacidade do LPS de induzir reabsorção óssea 

periapical em um modelo animal de periodontite apical em que ratos tratados com 

polimixina B (inibidor específico do LPS) apresentaram menor progressão da lesão 

periapical (80% a menos), quando comparados aos animais não tratados. Isso sugere 
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que as endotoxinas bacterianas produzidas dentro do canal radicular alcançam a região 

periapical, induzindo a síntese de IL-1 e TNF- pelos macrófagos ali residentes. Ainda 

mais, essas citocinas aumentam a produção de metaloproteinase 1 (MMP-1) pelos 

macrófagos, que é essencial para o início da reabsorção óssea (HONG et al. 2004).  

No entanto, não só macrófagos, mas também osteoblastos podem produzir MMP-

1. Lin et al. (2003) comprovaram tal fato e ainda o correlacionaram com a produção do 

NO pelos macrófagos. Eles viram que a indução da expressão da iNOS pelo LPS em 

macrófagos da linhagem J774 foi capaz de induzir a produção de MMP-1 por 

osteoblastos in vitro. Em contrapartida, os macrófagos que não foram previamente 

tratados com LPS não produzem NO e, por extensão, não foram capazes de induzir a 

produção de MMP-1 pelos osteoblastos. Para confirmar se a expressão da MMP-1 estava 

relacionada com o aumento na expressão da iNOS, os mesmos autores adicionaram à co-

cultura  citrato de L-NG-mono-metil Arginina (L-NMMA) um inibidor da iNOS, e 

mostraram que a expressão da MMP-1 foi reduzida em 39% (LIN et al. 2003). 

Algumas publicações evidenciaram que diferentes tipos celulares expressam a 

iNOS e produzem óxido nítrico em granulomas periapicais e cistos radiculares humanos 

(TAKEICHI et al. 1998a,TAKEICHI et al. 1998b,SUZUKI et al. 2002).  Suzuki et al. (2002) 

e Takeichi et al. (1998) analisaram por imuno-histoquímica diferentes tipos de lesões 

periapicais, dentre elas granuloma apical, cisto radicular e cisto radicular residual. Eles 

demonstraram que, na maioria das lesões periapicais, os polimorfonucleares, 

macrófagos e linfócitos apresentaram marcação citoplasmática para iNOS. Já nos cistos 

radiculares e cistos radiculares residuais, além dos macrófagos e linfócitos, as células 

epiteliais também mostraram marcação positiva para iNOS. Em algumas lesões, eles 

notaram que a iNOS também pode ser sintetizada por células não-inflamatórias, como o 

fibroblasto.  
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1.7 NADPH oxidase e a produção de espécie reativa de oxigênio 

 

A NADPH oxidase (PHOX ou NOX) é um complexo enzimático capaz de reduzir o 

oxigênio utilizando o NADPH como substrato. Ela é composta por duas cadeias na 

membrana celular (gp91phox e p22phox), três cadeias citosólicas (p67phox, p47phox e p40phox) 

e dois peptídeos de baixo peso molecular conhecidos como Rac 1 e Rac 2 (BABIOR 

1999). Para que a enzima seja ativada, a cadeia citoplasmática p47phox tem de ser 

fosforilada, causando uma alteração conformacional na sua estrutura, o que permite a 

sua ligação à p22phox. O complexo p22phox-p47phox ativa a p67phox que, por sua vez, recruta 

a p40phox e se une ao complexo de membrana. Por fim, Rac se liga diretamente à gp91phox. 

Após essa ligação, forma-se um complexo estrutural que é capaz de oxidar o NADPH e 

reduzir o oxigênio. Para que ocorra essa reação de oxi-redução, o NADPH doa elétrons 

para o dinucleotídeo flavina-adenina (FAD), que está na estrutura da gp91phox. Em 

seguida, o FAD reduzido transfere os elétrons para os grupos hemes localizados no 

complexo de membrana da gp91phox que, então, reduz o oxigênio gerando o radical 

superóxido (BABIOR 1999,BEDARD e KRAUSE 2007). (FIG. 1) 
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  FIGURA 1 - Desenho esquemático mostrando a montagem do complexo NADPH oxidase. 

 

Recentemente, outras proteínas, homólogas da gp91phox, foram identificadas 

como fontes potenciais de superóxido: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4 e NOX5 (BEDARD e 

KRAUSE 2007,LAMBETH et al. 2007). Cada uma dessas isoformas possui maneiras de 

ativação diferente. As NOX1, NOX2, NOX3 e NOX4 requerem a proteína de membrana 

p22phox para conseguirem transportar o elétron e reduzir o oxigênio em radical 

superóxido. Entretanto, NOX5 consegue produzir radical superóxido na ausência da 

p22phox. Em relação aos fatores citoplasmáticos, NOX1 e NOX3 dependem de três co-

fatores para sua ativação: organizador NOX1 (NOXO1), ativador NOX1 (NOXA1) e Rac1. 

Já a NOX2 depende da p47phox, p67phox e Rac1. NOX4 e NOX5 não dependem de tais 

fatores para produzirem o radical superóxido (BEDARD e KRAUSE 2007).  

  A isoforma 2 da NADPH oxidase é responsável pela produção de elevadas 

quantidades de superóxido em fagócitos profissionais como os neutrófilos, eosinófilos,  

monócitos e macrófagos (BABIOR 2004). A partir de altas concentrações formadas, 
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originar-se-ão outras espécies reativas responsáveis pela ação microbicida desses 

fagócitos, entre elas: o peróxido de hidrogênio, produzido pela dismutação espontânea 

ou enzimática do superóxido; o ácido hipocloroso (HOCl), formado a partir da reação do 

peróxido de hidrogênio com o ânion cloreto (reação catalisada pela mieloperoxidase) e 

o radical hidroxila (OH), formado a partir da reação do peróxido de hidrogênio com o 

superóxido (GARDNER e FRIDOVICH 1991,WINTERBOURN e SUTTON 1986,BABIOR 

2004).  

 Estudos recentes revelaram que pequenas quantidades de ROS têm ações 

completamente distintas daquelas relacionadas à ação microbicida dos fagócitos. Por 

exemplo, baixas concentrações de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio podem 

agir como segundo mensageiro em diferentes vias de sinalização (BAE et al. 

1997,LANDER 1997,RHEE 1999). 

  

1.8 As espécies reativas de oxigênio 

 

A produção das espécies reativas de oxigênio (ROS) tem grande importância na 

resistência contra doenças infecciosas (NATHAN e SHILOH 2000). Em animais gp47phox-/- 

(modelo animal da granulomatose crônica humana) a suscetibilidade às infecções 

bacterianas e fúngicas é maior se comparada com a dos animais selvagens (JACKSON et 

al. 1995,HEYWORTH et al. 2003). Outros autores relatam o envolvimento das ROS na 

resistência contra infecções por protozoários como Leishmania tropica e Plasmodium 

falciparum (GHOSH et al. 2003,UHLEMANN et al. 2004). 

A produção de ROS pelos osteoclastos e pré-osteoclastos é importante no 

processo de reabsorção óssea e de diferenciação dos osteoclastos (GARRETT et al. 1990) 

YANG et al., 1998). A ativação da NADPH oxidase na membrana do osteoclasto e a 
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produção de superóxido parecem estar envolvidas no complexo processo de reabsorção 

óssea (KEY et al. 1990,GARRETT et al. 1990). Essa afirmação foi verificada por uma série 

de experimentos realizados em cultura de calvária de camundongo. Garret et al. (1990) 

demonstraram que existe um aumento da reabsorção óssea em cultura de calvária de 

camundongo na presença de um sistema de geração de radicais livres (xantina/xantina 

oxidase). Eles observaram, ainda, que camundongos tratados com xantina e xantina 

oxidase apresentaram um número maior de osteoclastos e aumento na superfície de 

reabsorção óssea na calvária. Tais resultados foram semelhantes àqueles obtidos após a 

injeção de IL-1 diretamente sobre a calvária. Para confirmar que a reabsorção 

detectada neste modelo se relacionava à produção de superóxido pelos osteoclastos, 

aqueles autores estimularam uma cultura de células da calvária com paratormônio e IL-

1, e comprovaram esta premissa ao detectarem um aumento na produção do radical 

superóxido. Ademais, tal reabsorção foi inibida pela superóxido dismutase e catalase, 

enzimas que consomem rapidamente o superóxido e o peróxido de hidrogênio 

presentes no tecido (GARRETT et al. 1990).  

Em outra linha de experimentos, os mesmos autores isolaram osteoclastos de 

aves, incubaram-nos com citocromo C e mediram sua forma reduzida, que 

indiretamente afere a quantidade de agentes oxidantes no tecido. Eles comprovaram 

que tais células podem produzir 10,4±2 nmol/poço de citocromo c reduzido. Essa 

produção foi completamente inibida pela superóxido dismutase. Para visualizar quais 

células eram responsáveis pela produção de superóxido, Key et al. (1990) utilizaram o 

marcador azul de tetrazolium, e mostraram que os osteoclastos são grandes produtores 

do radical superóxido. 

 As espécies reativas de oxigênio participam da sinalização intracelular mediada 

por RANK. De acordo com Koh et al. (2006) e Sasaki et al. (2009),  RANKL induz a 
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produção de ROS por células da medula óssea da linhagem dos monócitos. Eles 

demonstraram que a produção de ROS pela interação RANK-RANKL envolve TRAF6, 

Rac1 e isoforma 1 da NADPH oxidase, indicando que a produção de ROS é regulada pela 

sinalização iniciada por RANK-RANKL. Recentemente, publicou-se que a NOX2 é 

importante durante os processos de diferenciação de células da medula óssea em 

osteoclastos. Nessa publicação, Sasaki et al. (2009) monitoraram a expressão gênica das 

isoformas 1 à 4 da NADPH oxidase por PCR em tempo real durante a diferenciação das 

células RAW 264.7 após o tratamento com RANKL. RAW 264.7 apresentaram elevados 

níveis de mRNA da isoforma 2 e pequenas quantidades de transcritos para as isoformas 

1 e 3. O tratamento das células RAW 264.7 por RANKL reduziu, acentuadamente, a 

expressão da isoforma 2 da NADPH oxidase e aumentou a expressão das isoformas 1 e 3. 

Para confirmar se tais enzimas seriam importantes na diferenciação dessas células em 

osteoclastos, a formação dos transcritos das enzimas p67phox ou p22phox foi bloqueada 

por RNA pequenos de transferência (siRNA). Após a transfecção dos siRNAs nas células 

RAW 264.7, observou-se uma redução na produção de ROS e inibição na diferenciação 

osteoclástica induzida por RANKL.  

Existem poucas publicações na literatura que relacionam a NADPH oxidase com 

doenças da cavidade oral. A relação entre a produção de ROS e o desenvolvimento da 

doença periodontal vem sendo objeto de estudo. Alguns autores evidenciaram que os 

neutrófilos de pacientes com periodontite crônica e juvenil tornam-se hiper-reativos 

quando desafiados com Fusobacterium nucleatum ou via receptor Fc, liberando 

elevadas quantidades de ROS (MATTHEWS et al. 2007,ASMAN e BERGSTROM 1992). Há 

evidências de que a geração de ROS pela NADPH oxidase pode estar relacionada com a 

suscetibilidade à doença periodontal em pacientes diabéticos. Pesquisadores sugeriram 

que uma das razões da susceptibilidade dos pacientes diabéticos à doença periodontal 
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seria a maior produção de ROS pelos neutrófilos devido ao aumento na fosoforilação da 

p47phox e sua translocação para a membrana (KARIMA et al. 2005). Gyurko et al. (2006), 

utilizando um modelo animal de hiperglicemia crônica, demonstraram por microscopia 

intravital que o número de leucócitos aderidos ao endotélio dos vasos sanguíneos do 

ligamento periodontal estavam aumentados. Estes autores sugerem que a hiperglicemia 

crônica induz a marginalização dos leucócitos e a produção de superóxido, mas não a 

transmigração.  

Diante do exposto, percebe-se que o óxido nítrico e as espécies reativas de 

oxigênio têm grande participação nas doenças da cavidade oral. Além de ser peça-chave 

nos mecanismos de eliminação dos patógenos, eles também interferem nos mecanismos 

de reabsorção óssea que se processam durante a reação inflamatória. 
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2 OBJETIVOS 

 

Avaliar o papel dos radicais intermediários de oxigênio e do óxido nítrico no 

desenvolvimento das alterações perirradiculares, avaliando-se o perfil das citocinas pró-

inflamatórias  expressas em lesões perirradiculares experimentais em murinos. 

2.1 Objetivos específicos: 

 

a) Padronizar a técnica do corte e avaliação da lesão periapical em pequenos 

animais; 

b) Mensurar a área de reabsorção óssea na região do periápice de camundongos 

deficientes no gene da gp91 da NADPH oxidase (PHOX-/-) e camundongos 

deficientes da iNOS (iNOS-/-); 

c) Identificar a presença dos osteoclastos na região periapical; 

d) Determinar a expressão do mRNA das citocinas IL-1, TNF-, RANK, RANKL, 

OPG e MCP-1 no tecido periapical do molar do camundongo. 

e) Identificar as células que expressam mRANKL na lesão periapical por 

microscopia confocal. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Animais 

 

Para este estudo, utilizaram-se três diferentes linhagens de camundongos: 

C57BL/6 fornecidos pelo CEBIO (Centro de Bioterismo, ICB, UFMG, Belo Horizonte, MG, 

Brasil); PHOX-/- e iNOS-/- fornecidos pelo biotério do laboratório de Gnotobiologia e 

Imunologia do Departamento de Bioquímica e Imunologia (ICB) com idade de seis a oito 

semanas. Para padronização do protocolo, utilizaram-se ratos machos da linhagem 

Wistar com idade variando de 10 a 12 semanas e peso de 280g - 320g também 

fornecidos pelo CEBIO.  Os animais foram mantidos no biotério de ratos da Profa. Ângela 

Maria Ribeiro, do Departamento de Bioquímica e Imunologia, em gaiolas convencionais 

com barreiras, em um ambiente onde havia um controle do ciclo de luz. A comida e água 

foram ad libitum.  O protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética Animal. (protocolo 

número 234/08, CETEA – UFMG). 

O estudo em microscopia confocal foi realizado no Instituto de Pesquisa Forsyth, 

em Boston. Os animais da linhagem C57BL/6 com idade de oito semanas foram 

adquiridos nos laboratórios da Jackson (Jackson Laboratory, Harbor, ME, EUA) e 

mantidos no biotério do próprio instituto. Os animais foram mantidos em gaiolas 

convencionais em um ambiente com ciclo de luz de 12 h. O protocolo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética Animal (IACUC) do próprio instituto. 
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3.2 Plano amostral 

 

Para indução de lesões de furca experimentais, utilizaram-se ratos, que foram 

divididos em três grupos com seis animais cada, sendo que em um desses animais não 

foi feita qualquer intervenção, representando o grupo controle. Os ratos foram 

sacrificados 14, 21 e 28 dias após o procedimento operatório.  

Os camundongos de todas as linhagens foram divididos em dois grupos com 12 

animais cada. Todos os animais foram sacrificados 14 dias após a exposição pulpar por 

ser o término da fase aguda desse tipo de lesão em camundongos (STASHENKO et al. 

1994). Desses animais, seis foram utilizados para a análise da expressão gênica e os 

outros seis para o estudo histológico. Os experimentos foram repetidos duas vezes. 

Para os experimentos com a microscopia confocal foram utilizados cinco animais 

C57BL/6, que foram sacrificados nos intervalos de 3, 7 e 14 dias após a exposição 

pulpar. Os experimentos foram repetidos duas vezes. O intervalo de 3 dias foi escolhido 

por ser uma fase de iniciação da lesão. O tempo de 7 e 14 dias é o momento em que a 

lesão periapical está em sua fase aguda e crônica respectivamente (WANG e 

STASHENKO, 1993 e STASHENKO et al.,1994). 

 

3.3 Indução da lesão periapical 

 

Os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal e os ratos 

anestesiados por via intramuscular com 100 mg/kg de Ketamina (Dopalen, Division Vet-

brands Animal Health, Jacareí, SP, Brasil) e 10 mg/kg de Xilazina (Anasedan, Agribrands 

do Brasil Ltda, Paulínia, SP, Brasil). Eles foram imobilizados em uma mesa especialmente 

desenhada para mantê-los com a cavidade oral aberta, possibilitando a visualização 
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direta dos molares superiores. O dente escolhido para a exposição pulpar e para a 

perfuração de furca foi o primeiro molar superior direito porque é o dente que possui a 

maior coroa e portanto, de fácil visualização. Inicialmente, foi feito o acesso coronário 

utilizando-se uma broca carbide com o diâmetro de 0,25 mm (KG Sorensen, Barueri, SP, 

Brasil) acoplada ao motor elétrico de baixa rotação (Driller, São Paulo, SP, Brasil). A 

câmara pulpar foi exposta e a polpa completamente removida, quando visualizou-se a 

entrada dos canais. Em seguida, os canais foram instrumentados com a utilização de 

uma lima K no. 8. O sistema dos canais radiculares ficou exposto à microbiota da 

cavidade oral por 3, 7 e 14 dias, ocasionando a formação da lesão periapical. Todo o 

procedimento cirúrgico foi realizado sob microscopia óptica utilizando-se um 

microscópio endodôntico de bancada (Alliance, SP, Brasil). O molar superior do lado 

esquerdo não sofreu intervenção cirúrgica, sendo utilizado como controle. 

 A perfuração de furca foi criada, utilizando-se uma broca de aço esférica ¼ 

(Maillefer, Petrópolis, RJ, Brasil). A padronização da profundidade da perfuração foi feita 

empregando-se  um cursor colado na broca a 1 mm da sua ponta ativa. O local eleito 

para iniciar o procedimento foi o centro do assoalho da câmara pulpar. 

 Para analisar se o modelo seria viável para avaliar a resposta dos tecidos 

periodontais na região de furca à um material endodôntico, inseriu-se o MTA – 

Ângelus® (cedido pela Odonto-Lógika, Londrina, PR, Brasil) na perfuração de furca 

utilizando-se uma sonda clinica. Em seguida, o MTA foi adaptado às paredes da 

perfuração com um condensador Oddous. Após a inserção do MTA, colocou-se guta-

percha sobre o assoalho da câmara para que não houvesse o risco do material 

restaurador entrar em contato com a perfuração. Em cima da guta-percha, condensou-se 

o amálgama como restauração permanente do dente. Esse material foi utilizado porque 
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foi definido como o único material odontológico capaz de resistir à intensa força 

mastigatória do roedor, permanecendo no dente (ROWE 1967). 

 

3.4 Avaliação Morfométrica 

 

Toda a metodologia descrita abaixo foi realizada com o objetivo de padronizar a 

forma como a maxila seria extraída, a inclusão na parafina, tempo de descalcificação, 

direção dos cortes semi-seriados e padronização da região de análise. Essa última 

padronização foi a mais importante pelo fato de assegurar que se avaliou a mesma 

região na mesma posição entre os espécimes. 

Os ratos foram anestesiados, como descrito anteriormente, e sacrificados por 

deslocamento cervical 14, 21 e 28 dias após o procedimento cirúrgico de indução da 

lesão. Aquele em que foi feito o tratamento com MTA foi sacrificado 21 dias após a 

indução da lesão da furca. Na descrição histológica de cada lâmina, os dados foram 

analisados pelo grau atribuído à resposta celular, de acordo com o número de células 

inflamatórias, o tipo de células presentes (polimorfonucleares e mononucleares) e a 

desorganização tecidual. As hemi-maxilas foram removidas e colocadas em formol a 

10% tamponado com fosfato (pH=7,2), durante 48 horas. Em seguida, elas foram 

lavadas em água destilada e desmineralizadas em ácido etilenodiamino tetra-acético a 

10% (EDTA) (período médio de 30 dias com trocas da solução a cada 5 dias). Após este 

ciclo de desmineralização, as peças foram lavadas em água corrente (20 minutos), 

desidratadas em soluções de álcool em concentração crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 

100%), diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. A inclusão em parafina foi 

realizada com a face vestibular da peça voltada para o fundo do bloco, de forma que a 

lâmina do micrótomo à cortasse no sentido corono-apical (da coroa em direção ao ápice 
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radicular). Os cortes histológicos semi-seriados foram feitos no sentido vestíbulo-

palatino com espessura de 5 micrômetros tendo como referência o perfil das duas raízes 

anteriores (disto-vestibular e mésio-vestibular) do dente (FIG. 2). As lâminas foram 

montadas com 15 cortes histológicos em média, obtendo-se 4 lâminas de cada animal. 

Duas lâminas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (H&E), uma foi 

corada pelo Tricrômico de Gomori e uma lâmina foi mantida como reserva.  

 

FIGURA 2 – Representação dos molares de ratos utilizados para a padronização dos cortes.  
O sombreamento e área delimitada representam o perfil das raízes mésio-vestibular e disto-
vestibular. A figura (A) e (B) mostram respectivamente o corte histológico do molar hígido e do 
molar com a furca perfurada. Ampliação: X40. Coloração: H&E. MV: raiz mésio-vestibular. DV: 
raiz disto-vestibular. RP: região periapical. P: perfuração da furca. 
 

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical. As hemi-maxilas 

foram fixadas em formalina à 10% tamponada com fosfato (pH: 7,2) por 8 h em 

temperatura ambiente. Após esse período de incubação, as amostras foram lavadas em 

água destilada três vezes por 5 minutos cada. Para possibilitar o corte no micrótomo, as 

hemi-maxilas foram descalcificadas utilizando-se EDTA 10% (Merck, Darmstadt, 

Alemanha). Os exemplares foram incubados por sete dias em temperatura ambiente, 

trocando-se o EDTA a cada três dias.  Após a descalcificação, as amostras foram deixadas 

imersas em água destilada por uma noite. Em seguida, foram lavadas três vezes durante 

5 min. e desidratadas em soluções de álcool em concentrações crescente (70%, 80%, 

90%, 95% e 100%), diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Fez-se a inclusão em 
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parafina colocando-se a face vestibular da hemi-maxila voltada para o fundo do bloco. O 

material foi então montado no micrótomo, de forma que a lâmina do mesmo cortasse o 

bloco no sentido corono-radicular (Silva et al., 2005). A direção dos cortes seriados foi 

realizada da face vestibular em direção a face palatina em seções de 5 m de espessura 

(SILVA et al. 2009).  Cinco cortes foram coletados em cada lâmina, totalizando três 

lâminas por animal.  A primeira e segunda foram coradas com hematoxilina e eosina 

(H&E), enquanto que a terceira foi utilizada para a reação de identificação dos 

osteoclastos. A reação da fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP) é considerada 

específica para osteoclastos por marcar as enzimas resistentes ao tartarato que são 

típicas destas células multinucleadas. A atividade TRAP foi identificada utilizando-se um 

kit específico (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Como controle positivo da reação do 

TRAP, utilizaram-se cortes seriados de hemi-maxilas de ratos. Primeiramente, as 

lâminas foram desparafinizadas em xilol e desidratadas em álcool. A seguir, foram 

incubadas na solução do TRAP por uma hora em banho maria a 37oC e, em seguida, 

contra coradas com hematoxilina de Mayers por 2 min. Finalmente, foram lavadas em 

água corrente por 20 min e montadas.  

 

3.4.1 Avaliação morfométrica da região da furca 

 

Avaliou-se a região adjacente à perfuração na furca. A análise morfométrica do 

infiltrado inflamatório na região abaixo da perfuração foi feita em cada grupo, obtendo-

se três lâminas de cada grupo. A seleção dessas lâminas foi baseada na possibilidade de 

obter pelo menos duas imagens da lesão adjacente à área perfurada sem que houvesse a 

interposição de tecido duro (dentina ou osso). Estas imagens foram capturadas na 

objetiva 40X por meio de uma microcâmera JVC TK-1270-RGB e analisadas no software 
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KS300 Kontron Elektronick/Carl Zeiss (Oberkochen, Baden-Württemberg, Alemanha). 

Uma macro foi construída para capturar, processar e contar todas as células em cada 

imagem. Os núcleos de leucócitos e todos os núcleos geralmente encontrados nos 

tecidos periodontais do molar de rato foram contados através da seleção de pixels da 

imagem real com a criação de uma imagem binária para o processamento. A contagem 

obtida de um tecido periodontal intacto foi utilizada como padrão de celularidade 

normal desse tecido. 

 

3.4.2 Avaliação morfométrica da região periapical 

 

A reabsorção óssea periapical foi avaliada medindo-se a área da região periapical.  

Para isso, as imagens dos cortes de camundongos e ratos foram capturadas em 

diferentes aumentos utilizando um microscópio óptico com uma câmera JVC TK-1270-

RGB acoplada ao mesmo. Os dados obtidos no dente controle representaram a espessura 

normal do ligamento periodontal na região periapical. Para assegurar que a análise 

morfométrica estava sendo feita na mesma área nos diferentes cortes, foi utilizada a 

mesma padronização realizada para ratos Silva et al. (2009), onde as regiões periapicais 

avaliadas foram aquelas associadas com o perfil das duas raízes anteriores (disto-

vestibular e mesio-vestibular) com o seu ápice radicular aberto (FIG. 2). Com o software 

KS300 (Kontron Elektronick/Carl Zeiss), foi feito um traçado para analisar a região 

periapical (FIG. 3).  
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FIGURA 3 – Corte histológico dos molares de camundongos e ratos apontando as regiões 
periapical e de furca. 
A figura (A) mostra a forma como foi feito o traçado para delimitar e medir a área da região 
periapical. Ampliação: X200. A figura (B) demonstra a região de furca onde foi avaliado o 
número de células. Ampliação: X40. Coloração: H&E. ARP: área da região periapical. ARF: área 
da região da furca. 
 

3.4.3 Quantificação dos osteoclastos 

 

Foram consideradas células TRAP positivas aquelas que possuíam dois ou mais 

núcleos com grânulos citoplasmáticos marcados por depósitos de cor púrpura à 

vermelho escuro. Elas foram contadas na superfície óssea da região periapical e a média 

de cinco animais por grupo foi comparada. 

 

3.4.4 Análise estatística 

 

As análises das lâminas foram realizadas por um examinador que não tinha 

conhecimento de qual grupo estava sendo estudado. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi 

aplicado para verificar se a característica estudada nas amostras era oriunda de uma 

população com distribuição normal. Por sua vez, a comparação das médias entre dois 

grupos foi feita pelo teste t de Student. Quando a comparação das médias foi feita entre 

mais de um grupo, foi utilizado o teste de análise da variância simples (one-way ANOVA), 
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seguido do teste Post-hoc de Tukey. A diferença foi considerada estatística quando p 

<0,05. 

 

3.5  Microscopia confocal 

 

As hemi-maxilas foram congeladas imersas em um composto denominado Tissue-

Tek OCT (Sakura Finetek, Torrance, Ca, EUA) e cortadas no criostato em seções seriadas 

de 8 m. Os cortes foram bloqueados usando albumina de soro bovino 2% (BSA) em 

salina 1% (PBS) por 45 min. A seguir, foram incubados por uma noite a 4oC na presença 

da osteoprotegerina – Fc biotinilada (OPG-FC-bio)2 ou um anticorpo específico para 

Fator Específico do Osteoblasto 2 (OSF-2), também conhecido como periostina (R&D 

Systems, Minneapolis, EUA). O OPG-Fc-bio e o OSF-2 foram diluídos em 0,1% BSA em 

PBS na concentração de 10 µg/ml. Após a incubação overnight, os cortes foram lavados 

quatro vezes com PBS por 5 min cada e os seguintes anticorpos foram adicionados: CD3 

cadeia  conjugado com Isocianato de Fluoresceína (FITC) em uma concentração final de 

2,5 µg/ml (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).  Em seguida, foram adicionados aos 

cortes avidina associadas com o Texas Red (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) diluído 100 

vezes em uma solução de PBS com 0,1% BSA. Os cortes foram incubados em 

temperatura ambiente por 2 h. Logo após, os cortes foram lavados como descrito 

anteriormente e montados com Fluoromount G (SouthernBiotech, Birmingham, 

Alabama, EUA). Para assegurar que a fluorescência obtida era devido à ligação específica 

do anticorpo ao seu receptor, alguns cortes foram incubados com um anticorpo 

                                                        
2 A osteoprotegerina foi utilizada para a identificação do RANKL de membrana (mRANKL) por ser um 
homólogo de RANK, tendo grande afinidade pelo RANKL (KHOSLA 2001). O OPG-Fc-bio foi preparado 
reagindo a biotina sulfurada – NHS (Pierce, Rochford, IL, EUA) com o OPG-Fc (gentilmente cedido pelo Dr. 
Dunston, Amgen). 
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inespecífico associado com FITC (anti-imunoglobulina G de coelho - BD Biosciences) e 

outros apenas com a avidina associada com o TexasRed, representando o controle 

negativo. 

O padrão de fluorescência foi analisado em um aumento de 400 vezes no 

microscópio confocal Leica TCS/SP-2 (Leica, Wtzlar, Alemanha).  

 

3.5.1 Análise quantitativa e estatística 

 

O número total de células CD3+, CD3+/RANKL+ foi determinado contando-se as 

células marcadas no campo obtido das imagens escaneadas pelo microscópio. As 

lâminas marcadas com periostina e RANKL foram avaliadas qualitativamente. Em cada 

animal foram obtidas três imagens de três cortes diferentes, separados por 16 m. Fez-

se a média da contagem das células dos três cortes. Cada grupo era composto por quatro 

camundongos (n=4). O teste de Kolgomorov-Smirnov foi aplicado para verificar se a 

característica estudada nas amostras era oriunda de uma população com distribuição 

normal. A comparação das médias entre dois grupos foi feita pelo teste t de Student. 

Quando a comparação das médias foi feita entre mais de um grupo, utilizou-se o teste de 

análise da variância univariada (one-way ANOVA), seguido do teste Post-hoc de Tukey. A 

diferença foi considerada significativa quando p <0,05. 

 

3.6 Avaliação da expressão gênica 

 

A expressão gênica das citocinas IL-1, TNF-, RANK, RANKL, OPG e MCP-1 foi 

avaliada pela Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR). Com a 

utilização de sondas fluorescentes, essa tecnologia permite quantificar exatamente o 
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número de cópias do RNA mensageiro de cada citocina presente nas amostras, 

amplificando-se o cDNA obtido a partir dos mRNAs. O primer (iniciador) se liga à sua 

porção complementar no cDNA. A DNA polimerase monta a fita complementar 

relacionada aos iniciadores, originando produtos do PCR chamados amplicons. A 

quantidade de amplicons ao final da reação correlaciona-se com a quantidade inicial do 

cDNA que, por sua vez, esta relacionada com o número de cópias do mRNA. A sonda 

fluorescente presente na reação se liga a todos os DNAs de fita dupla. No momento em 

que ela se liga, a sonda emite fluorescência que é detectada pelo aparelho. À medida que 

a reação de PCR vai ocorrendo, mais amplicons são formados e, conseqüentemente, mais 

sondas fluorescentes interagem com a fita dupla do DNA. O resultado é um aumento na 

intensidade de fluorescência proporcional à quantidade de amplicons formados durante 

a reação do PCR. 

  

3.6.1 Extração do RNA 

 

Removeu-se em um único bloco a raiz e o tecido de suporte adjacente. Todo o 

tecido mole (gengiva e mucosa oral) foram removidos. As amostras foram colocadas em 

tubos tipo eppendorf contendo 600 µL de TRIzol (GIBCO BRL Laboratories, Grand 

Island, NY, EUA), trituradas utilizando-se um macerador eletrônico e incubadas por 5 

minutos em temperatura ambiente. Em seguida, homogeneizaram-se 200 µL de 

clorofórmio (Merck, Darmstadt, Alemanha) juntamente com a amostra e o TRIzol. A 

mistura foi incubada em temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugada durante 10 

minutos a 12000 g a 4C. A fase clara foi transferida para um tubo eppendorf onde 

adicionou-se o mesmo volume de isopropanol (Merck, Darmstadt, Alemanha). Foi 

acrescentado acetato de sódio ao eppendorf na concentração final de 3 molar para 
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facilitar a precipitação dos ácidos nucléicos. Após a homogeneização, as amostras foram 

mantidas a temperatura ambiente por 5 minutos e, em seguida, a -20C por 30 minutos. 

As amostras foram novamente centrifugadas por 10 minutos a 12000 g a 4C. 

Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de etanol 75% sobre o pellet. A 

amostra foi vortexada para soltar o pellet e centrifugada nas mesmas condições, por 

mais 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o eppendorf foi emborcado para secar, 

numa superfície limpa, durante 15 minutos ou até que todo o álcool evaporasse. O pellet 

foi ressuspendido em 40 µL de água de alta qualidade tratada com dietil pirocarbonato 

(DEPC) (Sigma Chemical Co)  e em seguida  estocado a  -70o C. 

Para a quantificação do RNA, analisaram-se 2 µL de cada amostra pelo 

espectrofotômetro Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) nos 

comprimentos de onda 260 e 280 nm. A concentração do RNA foi medida em µg/µL. O 

grau de pureza foi determinado pela relação 260/280. 

 

3.6.2 Reação de transcrição reversa 

 

Fez-se a síntese de cDNA pela reação de transcrição reversa. O volume final de 

cada amostra foi de 12,5 µL contendo: 4 µg de RNA; 250 mM dNTPs; 50 mM TRIS-HCl 

(pH 8,3); 75 mM KCl, 3,0 mM MgCl2, 10 mM DTT (GIBCO/BRL Laboratories, Grand 

Island, N.Y., EUA), 10 U de RNAsin (Promega Corp., Madison WI, EUA) e 7,0 pM oligo-

dT15 (Promega Corp., Madison WI, EUA).  

As reações foram realizadas em termociclador Thermo Hybaid (PCR Express, 

Middlesex, UK) de acordo com o seguinte protocolo: incubação inicial por 5 min. a 95oC, 

5 min. a 4oC e 5 min. a 25oC. Neste passo, 25 U de enzima transcriptase reversa-MMLV 

(Promega Corp., Madison WI, EUA) foram adicionadas a cada amostra e a mistura foi 
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novamente incubada por 60 minutos a 37oC. A temperatura foi elevada a 95oC por 5 min. 

e, em seguida, resfriada para 4oC. O cDNA, produto da reação, foi diluído em água Milli-Q 

autoclavada para um volume final de 25 µL. 

 

3.6.3 PCR em tempo real 

 

Numa primeira fase, foram utilizadas várias diluições dos iniciadores do gene 

normalizador gliceraldeído fosfato desidrogenase (GAPDH) e dos cDNAs para 

determinar as concentrações ideais de cada amostra. Em seguida, diferentes diluições 

dos iniciadores específicos para cada uma das citocinas: IL-1 TNF-, RANK, RANKL, 

OPG e MCP-1 foram analisadas para determinar a concentração ótima dos mesmos em 

cada reação. A tabela 1 mostra as seqüências dos iniciadores utilizados. 

 

Tabela 1 - Seqüência dos iniciadores das citocinas. 
 

Iniciador Seqüência (5’-3’) Bp 

GAPDH FW  TGA AGG GGT CGT TGA TGG 

RV  AAA TGG TGA AGG TCG GTG TG 

107 

IL-1 FW   CAA CCA ACA AGT GAT ATT CTC CAT  

RV   GAT CCA CAC TCT CCA GCT GCA 

151 

TNF- FW   CAT CTT  CTC AAA ATT CGA GTG ACA  

RV   TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC 

174 

RANK FW   TCG GGT TCC CAT AAA GTC AG 

RV   CTG AAG CAA ATG TTG GCG TA 

136 

RANKL FW   TCG GGT TCC CAT AAA GTC AG 

RV   CTG AAG CAA ATG TTG GCG TA 

136 

OPG FW   GGA ACC CCA GAG CGA AAT ACA  

RV   CCT GAA GAA TGC CTC CTC ACA 

225 

MCP-1 FW CTT CTG GGC CTG CTG TTCA  

RV CCA GCC TACT CA TTG GGA TCA 

126 

 
FW (forward primer); RV (reverse primer); Bp (base pair). 
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As reações de PCR em tempo real foram executadas no equipamento Step One 

Real Time PCR Systems utilizando o kit SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA). Em cada poço de reação adicionou-se 1 µL do cDNA 

puro, 1 µL dos iniciadores específicos (concentração final de 0,06 pM para o GAPDH e 

0,5 pM para os demais iniciadores), 10 µL do SYBER Green master mix e água para um 

volume final de 20 μL. Em seguida, as placas foram colocadas no termociclador e as 

reações de amplificação foram realizadas de acordo com o seguinte protocolo: 10 min. a 

95°C, 40 ciclos de 95°C durante 15 seg. e 60°C por 1 min.; seguida da curva de 

dissociação com incubação a 95°C por 15 seg., 60°C por 1 hora e aquecimento até 95°C 

com análise simultânea.  

No que se refere à avaliação de especificidade, foi executada a análise das curvas 

de dissociação ao final de cada reação, para distinguir o sinal de fluorescência originado 

dos amplicons específicos daqueles relacionados com dimerização de iniciadores ou 

outros artefatos.  

A expressão dos genes foi quantificada pelo método de Ct comparativo 2 ^ - (ΔCt 

Tratamento - Δct Controle), que se baseia na comparação de expressão do gene-alvo 

(normalizado para o controle endógeno) entre o grupo experimental e o grupo controle. 

A análise dos perfis de amplificação foi baseada no ciclo no qual o Ct (Threshold cycle) é 

atingido. Os resultados obtidos foram corrigidos automaticamente pelo Step oneTM 

Software v 2.0, de acordo com o valor correspondente ao nível basal de fluorescência 

medido nos primeiros ciclos da reação, antes da detecção da amplificação. O gene 

GAPDH foi utilizado para normalizar todos os valores nos ensaios de PCR em tempo real, 

uma vez que não apresentou nenhuma variação na expressão nas condições analisadas. 
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3.6.4 Análise estatística do RT-PCR 

 

Os resultados foram expressos como quantificação relativa (RQ), ou seja, este 

índice expressa a variação relativa do gene em estudo do grupo experimental em relação 

ao grupo controle. O teste de Kolgomorov-Smirnov foi aplicado para verificar se a 

característica estudada nas amostras era oriunda de uma população com distribuição 

normal. A comparação das médias entre dois grupos foi feita pelo teste t de Student. 

Quando a comparação das médias foi feita entre mais de um grupo, foi utilizado o teste 

de análise da variância univariada (one-way ANOVA), seguido do teste Post-hoc de 

Tukey. A diferença foi considerada estatística quando p <0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Resultados descritivos dos experimentos em ratos 

 

4.1.1 14 dias após a intervenção 

 

As amostras apresentaram o ligamento periodontal desorganizado próximo à 

área de perfuração (FIG. 4A e 4B). Foi observado intenso infiltrado inflamatório 

constituído, predominantemente, de mononucleares e polimorfonucleares, estes últimos 

localizados mais superficialmente, adjacentes à área de perfuração. Também foi 

observado edema separando os elementos teciduais, grande quantidade de pequenos 

vasos neoformados (FIG. 4B). O tecido ósseo se encontrava em atividade osteoclástica, 

com visível destruição óssea das áreas mais superficiais (FIG. 4A). Também, houve 

desorganização e reabsorção do cemento e dentina radicular. 

 

4.1.2 21 dias após a intervenção 

 

O grupo de 21 dias apresentou o tecido conjuntivo com infiltrado inflamatório 

crônico rico em células mononucleares próximo da área da perfuração. As regiões 

distantes da perfuração e próximas do tecido ósseo apresentaram menor celularidade 

com deposição de colágeno indicando um processo de reparação (FIG. 4C). O grupo de 

21 dias apresentou infiltrado inflamatório de característica crônica, em relação ao grupo 

de 14 dias. Além disso, observou-se neoformação vascular (FIG. 4D).  
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4.1.3 28 dias após a intervenção 

 

Nesse grupo, foi observado infiltrado inflamatório crônico de menor intensidade. 

Além disso, reorganização do ligamento periodontal (FIG. 4E). Em uma amostra, notou-

se pequenos focos de necrose com piócitos, e alguns polimorfonucleares preservados 

próximos às formações ósseas mais profundas (FIG. 4F). 

 

4.1.4 Grupo tratado com MTA 21 dias após a intervenção 

 

O grupo tratado com MTA 21 dias após o procedimento operatório apresentou 

debris na área de perfuração, provavelmente, remanescentes do MTA que foi removido 

antes do preparo do material para obtenção das lâminas histológicas. O tecido 

conjuntivo apresentou um infiltrado inflamatório mononuclear com áreas de infiltrado 

polimorfonuclear. (FIG. 5A e 5B). 

4.1.5 Resultados analíticos 

 

O grupo controle teve um infiltrado inflamatório menor que o os animais 

sacrificados 14 e 21 dias após o procedimento cirúrgico (p<0,05) (FIG. 5C). Este 

infiltrado chegou aos valores próximos do grupo controle 28 dias após o procedimento.  
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FIGURA 4 – Tecido periodontal de rato mostrando a lesão de furca nos diferentes tempos 
operatórios.  
(A) e (B) mostram o aspecto da lesão da furca 14 dias após o procedimento operatório. Em 
maior aumento, observa-se a camada de células inflamatórias crônicas infiltradas na periferia da 
perfuração (seta) formando uma camada. Nota-se ainda reação do tecido subjacente que mostra 
neoformação vascular. Em (C) e (D) pode-se observar a aparência da lesão da furca no tempo 
operatório de 21 dias. Observa-se infiltrado inflamatório denso próximo da perfuração e área de 
deposição de colágeno próxima ao tecido ósseo. (E) e (F) representa a área da perfuração após 
28 dias. Observe maior infiltrado inflamatório próximo da perfuração e, em maior aumento, a 
deposição do colágeno. Ampliação: figuras (A), (C) e (E) = X40. Ampliação: figuras (B), (D) e (F) 
= X400. Coloração: H&E. TO: tecido ósseo. LP: ligamento periodontal. P: perfuração. R: raiz. RF: 
região de furca. RP: região periapical C: colágeno. R: Raiz. I: infiltrado inflamatório. D: dentina. 
NV: neoformação vascular.  (área delimitada): células mononucleares. 
 



Resultados 
_____________________________________________________________________________________________________ 

 

55 

 
 

FIGURA 5 – Tecido periodontal de rato tratado com MTA e representação gráfica da contagem 
do número de células.  
(A) e (B) mostram o aspecto da perfuração da furca 21 dias após o tratamento com MTA. Em 
detalhe, o tecido conjuntivo próximo à área perfurada. Observa-se grande parte da área com 
infiltrado de células mononucleares e focos de células polimorfonucleares (área delimitada). (C) 
Média do número total de células presente nas áreas abaixo da perfuração no grupo controle e 
nos três tempos operatórios (14, 21 e 28 dias). indica diferença estatística entre o grupo 
controle e 14 dias após a intervenção cirúrgica. (p<0,05).  indica diferença estatística entre o 
grupo controle e 28 dias após a intervenção cirúrgica. Ampliação: figura (A) = X40. Ampliação: 
figura (B) = X400. Coloração: H&E. P: perfuração. IC: infiltrado inflamatório crônico.   (área 
delimitada): células polimorfonucleares. 
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4.2 Lesões periapicais e presença de osteoclastos na região periapical de camundongos 
C57BL/6, iNOS-/- e PHOX-/- 

 

Observou-se que as amostras do grupo controle da linhagem C57BL/6 

apresentaram a polpa radicular com aspecto normal: camada odontoblástica organizada 

em forma de paliçada, extensamente celularizada e vascularizada. O tecido periapical 

encontrava-se rico em fibras colágenas ordenadas e inseridas no cemento radicular e 

osso alveolar. Não se observou sinal de qualquer infiltrado inflamatório nos cortes 

analisados (FIG. 6A). Após 14 dias, observou-se um aumento na espessura do ligamento 

periodontal devido à intensa atividade de reabsorção óssea.  As fibras do ligamento 

periodontal encontravam-se desorganizadas devido ao intenso infiltrado inflamatório 

rico em células mononucleares. É interessante notar que, em alguns casos, houve grande 

interposição de tecido conjuntivo e deposição de colágeno entre o ápice radicular e o 

osso alveolar. (FIG. 6B). 

Nos animais iNOS-/-, o grupo controle apresentou as mesmas características 

morfológicas daquelas observadas nos animais C57BL/6 (FIG. 6C). Entretanto, após 14 

dias da exposição pulpar, o aspecto da lesão periapical encontrava-se diferente. A 

espessura do ligamento periodontal era maior, indicando maior atividade de reabsorção 

óssea. A deposição de colágeno (o que indica um processo cicatricial) foi menor 

comparada com aquela observada nos camundongos C57BL/6. Além disso, o infiltrado 

inflamatório era misto devido à presença de células mononucleares e 

polimorfonucleares (FIG. 6D). 
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Observou-se nos animais PHOX-/- que o grupo controle apresentou o mesmo 

aspecto histológico daquele das linhagens C57BL/6 e iNOS-/- (FIG. 6E). 

Surpreendentemente, após 14 dias, o aspecto da lesão periapical não foi muito diferente 

quando comparado ao controle já que a espessura do ligamento periodontal encontrava-

se levemente aumentada e com discreto infiltrado inflamatório (FIG. 6F). 
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FIGURA 6 – Corte histológico da região periapical em molares de camundongo. 
(A), (C) e (E) representam, respectivamente, a região periapical do grupo controle 
das linhagens C57BL/6, iNOS-/- e PHOX-/-.  (B), (D) e (F) representam a lesão 
periapical estabelecida 14 dias após a exposição pulpar nas linhagens C57BL/6, 
iNOS-/- e PHOX-/- respectivamente. 
Ampliação: X100. Coloração: H&E. TO: tecido ósseo. DR: dentina radicular. LP: 
ligamento periodontal. P: polpa radicular. RP: região periapical. C: colágeno. R: 
Raiz. IA: infiltrado inflamatório agudo. IC: infiltrado inflamatório crônico. CE: 
cemento.  (área delimitada): células mononucleares. Retângulo: mostra o 
aspecto normal da camada odontoblástica. (------): linha separando as áreas com 
tipos diferentes de infiltrado inflamatório. (seta): as setas estão delimitando a 
lesão periapical.  
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Os resultados da análise morfométrica da lesão periapical no grupo experimental 

demonstraram que a área da região periapical nos animais iNOS-/- foi maior comparada 

a dos animais C57BL/6 e PHOX-/- (p<0,05) (FIG. 7). Quando os grupos controle e 

experimental nas linhagens iNOS-/- e PHOX-/- foram comparados, a área da região 

periapical foi menor nos grupos controles comparada ao grupo experimental (p<0,05). 

Entretanto, na linhagem C57BL/6, os grupos foram considerados iguais (p>0,05) (FIG. 

7). 

 

 

FIGURA 7 – Análise morfométrica da região periapical. 
As colunas indicam a média das áreas da região periapical de quatro animais 
diferentes. As barras indicam o erro padrão (± SE).  representa a diferença 
estatística do grupo experimental entre as linhagens C57BL/6 e iNOS-/- (p<0,05).  
indica diferença estatística entre os grupos experimental e controle dos animais 
iNOS-/- (p<0,05).  * indica diferença estatística do grupo experimental entre as 
linhagens iNOS-/- e PHOX-/- (p<0,05). # indica diferença estatística entre os grupos 
experimental e controle dos animais PHOX-/- (p<0,05). Os experimentos foram 
repetidos duas vezes. 

 
 

A análise microscópica das lâminas coradas com TRAP mostrou que foram raros 

os casos de células TRAP positivas no grupo controle de todas as linhagens (FIG. 8A, 8C e 

8E). Nos grupos experimentais, 14 dias após a exposição pulpar, o número de 
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osteoclastos nos animais iNOS-/- foi maior do que nos animais C57BL/6 (FIG. 8B, 8D e 

8F). Foram encontradas células TRAP positivas no tecido periodontal de ratos (grupo 

controle positivo) contendo três ou mais núcleos (FIG. 9A e 9B). Os animais deficientes 

da iNOS apresentaram o número de células TRAP positivas menor no grupo controle 

comparado ao grupo experimental (p<0,05) (FIG. 9C). Em contra partida, não houve 

diferença comparando os mesmo grupos na linhagem C57BL/6. Surpreendentemente, 

não foram encontradas células marcadas com TRAP nas lâminas analisadas da linhagem 

PHOX-/- (FIG. 9C). 
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FIGURA 8 -  Microfotografias representativas da marcação TRAP em todas as linhagens. 
As figuras representam os osteoclastos marcados com a coloração TRAP na 
superfície óssea da região periapical. As figuras (A), (C) e (E) representam 
respectivamente o grupo controle das linhagens C57BL/6, iNOS-/- e PHOX-/-. Da 
mesma maneira, as figuras (B), (D) e (F) representam os grupos experimentais 14 
dias após a exposição pulpar. Ampliação: X400. Coloração: TRAP contra corado 
com hematoxilina. TO: tecido ósseo. LP: ligamento periodontal. R: raiz. AO: Área 
de osteólise. (seta): indicam as células TRAP positivas. 
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FIGURA 9 – Microfotografias representativas da marcação TRAP no tecido periodontal de ratos 
e a quantificação do número de células TRAP positivas. 
As figuras (A) e (B) representam o controle positivo da técnica de marcação do 
TRAP em tecido periodontal de ratos, indicando que o método para marcação dos 
osteoclastos estava funcionando. (C) o gráfico representa os valores obtidos após a 
contagem do número de células TRAP positivas. * indica diferença estatisticamente 
significativa (p<0,05). Ampliação: X400. Coloração: TRAP contra corado com 
hematoxilina (TO): tecido ósseo. NI: não identificado.   indica os vasos 
sanguíneos, (seta): indicam as células TRAP positivas. 
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4.3 Expressão de mRANKL em células CD3+ e periostina+ na lesão periapical 

 

Como descrito na metodologia, as células dos tecidos de camundongos C57BL/6  

foram marcadas com OPG-FC-Bio seguido do TexasRed associado à avidina, e anti-CD3 

associado ao FITC. Células marcadas foram encontradas na região periapical do grupo 

controle e naquela dos animais experimentais, que tiveram a polpa exposta nos períodos 

de 3, 7 e 14 dias após o procedimento operatório. O tecido periapical do animal controle 

não apresentou marcação para OPG e anti-CD3 na região periapical (FIG. 10A). 

Entretanto, na porção medular do osso alveolar, células CD3+ e mRANKL+ foram 

detectadas (FIG. 10B). Três dias após a exposição pulpar, o número de células CD3+ 

expressando mRANKL aumentou consideravelmente na região periapical e na medula 

óssea do osso alveolar (FIG. 10C e 10D). Sete dias após a exposição, as células CD3+ 

expressando mRANKL continuavam sendo detectadas nas mesmas regiões (FIG. 11A e 

11B). No dia 14, não houve marcação para CD3 ou mRANKL na região periapical, mas 

observou-se marcação positiva no espaço medular do osso alveolar (FIG. 11C e 11D). 

Embora no osso alveolar o número de células CD3 positivas no grupo experimental não 

tenha sido diferente quando comparado àquele observado no grupo controle, a 

porcentagem de células CD3 positivas expressando mRANKL foi maior no primeiro 

(p<0,05) (FIG. 12C e 12D). 
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FIGURA 10 – Marcação das células RANKL+/CD3+ na região periapical e espaço medular do 
osso alveolar nos camundongos C57BL/6. 
As figuras representam a região periapical (A e C) e o espaço medular do osso 
alveolar (B e D) no grupo controle e três dias após a exposição pulpar. Os cortes 
foram marcados com anticorpo anti-CD3-FITC (verde) para identificação dos 
linfócitos T e OPG-FC-biotina/TexasRed-avidina (vermelho) para identificação das 
células expressando mRANKL. As setas brancas indicam a colocalização de 
CD3+/RANKL+. O campo trans de cada imagem está representado como inserto em 
cada figura (A-D). A barra indica a escala. 
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FIGURA 11 - Marcação das células RANKL+/CD3+ na região periapical e espaço medular do 
osso alveolar em camundongos C57BL/6. 
As figuras representam a região periapical (A e C) e o espaço medular do osso 
alveolar (B e D) sete e 14 dias após a exposição pulpar. Os cortes foram marcados 
com anticorpo anti-CD3-FITC (verde) para identificação dos linfócitos T e OPG-FC-
biotina/TexasRed-avidina (vermelho) para identificação das células expressando 
mRANKL. As setas brancas indicam a colocalização de CD3+/RANKL+. O campo 
trans de cada imagem está representado como inserto em cada figura (A-D). A 
barra indica a escala. 
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FIGURA 12 – Representação gráfica do número de células CD3+ e RANKL+ em camundongos 
C57BL/6. 
Avaliação quantitativa do número total de linfócitos CD3+ (A e C) bem como a 
porcentagem dos linfócitos CD3+ expressando mRANKL (B e D) na região 
periapical (A e B) e medula óssea do osso alveolar (C e D). As colunas representam 
a média das células contadas por campo (n=4). As barras indicam o erro padrão (± 
SE). * indica o número de células estatisticamente maior comparado com o grupo 
controle (p<0,05). NI: não identificado.  
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Para avaliar se fibroblastos ou osteoblastos expressavam mRANKL, os tecidos 

foram marcados com anti-periostina e OPG-Fc-bio. No grupo controle, observou-se forte 

associação do anticorpo anti-periostina com células do ligamento periodontal, o que 

demonstra que a maioria das células ali presentes eram fibroblastos (FIG. 13A). Após 3 

dias, já havia células mRANKL e periostina positivas, indicando que fibroblastos e 

osteoblastos podem expressar mRANKL nas fase inicial da lesão periapical (FIG 13B). 

Além disso, algumas células mononucleares também expressavam mRANKL (FIG 13C).  
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FIGURA 13 –  Expressão de periostina e mRANKL na região periapical do grupo controle e três 
dias após a exposição pulpar nos camundongos C57BL/6. 
Amostras do tecido periapical do grupo controle (A) e do grupo experimental (B e 
C). (B) representa a marcação com anti-periostina FITC (verde) e OPG-FC-biotina 
(vermelho) e (C) representa a marcação com OPG-FC-biotina para identificação 
das células que expressavam mRANKL. As cabeças das setas brancas indicam a 
colocalização de periostina+/RANKL+. As setas representam monócitos 
expressando mRANKL. A barra indica a escala. 
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4.4 Expressão de citocinas na lesão periapical 

 

A FIG. 14 mostra que a expressão de IL-1, TNF-, RANK, RANKL e MCP-1 

encontrava-se aumentada no grupo experimental quando compara-se com aquele 

observado no grupo controle nos animais deficientes da iNOS. Essa diferença não foi 

observada entre os grupos controle e experimental nas linhagens C57BL/6 e PHOX-/-. 

(p<0,05). A expressão destas mesmas citocinas foi menor nos animais C57BL/6 

comparado aos animais iNOS-/- (p<0,05). Nos animais PHOX-/-, a expressão das citocinas 

foi menor comparada à detectada nos animais iNOS-/-. O elevado desvio padrão mostra 

que a expressão do OPG variou entre os grupos, bem como dentro do mesmo grupo. Não 

houve diferença estatística em relação à expressão de OPG nos grupos estudados (FIG 

14).   
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FIGURA 14 – Expressão das citocinas na região periapical dos camundongos C57BL/6, iNOS-/- e 
PHOX-/- 14 dias após a exposição pulpar. 
A expressão das citocinas IL-1, TNF-, RANKL, RANK, OPG e MCP-1 foi detectada 
por PCR em tempo real. A normalização dos resultados foi baseada na expressão 
do gene constitutivo GAPDH. As colunas indicam a média da expressão do mRNA 
de cinco animais diferentes. As barras indicam o erro padrão (± SE). O 
experimento foi repetido duas vezes.  representa a diferença estatística do grupo 
experimental entre as linhagens C57BL/6 e iNOS-/- (p<0,05).  indica diferença 
estatística entre os grupos experimental e controle dos animais iNOS-/- (p<0,05).  * 
indica diferença estatística do grupo experimental entre as linhagens iNOS-/- e 
PHOX-/- (p<0,05). 
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 5 DISCUSSÃO 

  

Neste estudo, procurou-se realizar a padronização dos cortes histológicos 

utilizando-se um modelo de indução de lesões na região de furca em ratos. Tal modelo 

foi de extrema valia quando se estudou as alterações inflamatórias nos tecidos 

perirradiculares dos camundongos 

O papel do NO e ROS é ainda hoje objeto a ser pesquisado nas diferentes 

infecções, incluindo-se aquelas de origem endodôntica. Em nosso estudo, o papel destes 

mediadores na patogênese das lesões perirradiculares foi avaliado por meio de um 

modelo de infecção animal bem utilizado pela comunidade científica. Utilizaram-se 

camundongos selvagens C57BL/6 e animais knockout para iNOS e PHOX  com o mesmo 

background.  

Observamos que as lesões perirradiculares induzidas nos animais iNOS-/- 

apresentavam maior tamanho que aquelas dos animais PHOX-/- e selvagens. Diversos 

trabalhos têm demonstrado que o NO produzido a partir da iNOS é um dos fatores de 

migração de células Th1 para os sítios da infecção (KAWAI et al. 1999,NORMAN et al. 

2008,BOGDAN et al. 2000,KUBES 2000). Sendo assim, os resultados desta pesquisa 

podem ser correlacionados a uma resposta imune do tipo 1. Neste contexto, Norman et 

al. (2008) demonstraram em um modelo murino de migração celular que o 

recrutamento das células Th1 foi inibido após o tratamento com IFN-. Contudo, naquele 

experimento, se o camundongo fosse previamente tratado com um inibidor da iNOS , o 

efeito inibitório do IFN- na migração de células Th1 não ocorria, ficando assim 

demonstrada a influência do NO na migração desse tipo celular. Os mesmos autores 

obtiveram resultados similares utilizando camundongos iNOS-/-.  
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Do exposto, podemos inferir que a maior reabsorção óssea observada nos 

animais iNOS-/- pode estar relacionada ao estabelecimento de uma resposta do tipo 1 

nos tecidos perirradiculares do periápice dos dentes portadores de uma infecção 

radicular.  

A produção de NO e de espécies reativas de nitrogênio por macrófagos e 

neutrófilos é essencial para a atividade microbicida dessas células (WEI et al. 

1995,FIERRO et al. 1999,GYURKO et al. 2005). Consequentemente, a ausência da iNOS 

diminui a ação dos macrófagos e neutrófilos que atuam contra antígenos bacterianos, 

aumentando a concentração local de produtos microbianos, como o LPS e o ácido 

teicóico. Sabe-se que o LPS é um dos responsáveis pela patogenicidade bacteriana e que, 

ao se ligar ao receptor CD14 localizado em monócitos e macrófagos, induz a liberação de 

citocinas que causam reabsorção óssea (IL-1 e TNF- (FIERRO et al. 1999,GYURKO et 

al. 2005,WEI et al. 1995).  

A progressão da lesão periapical está relacionada com dois eventos: o primeiro é 

a produção das citocinas pró-inflamatórias IL-1, IL-6 e TNF- juntamente com a 

migração celular. O segundo evento relaciona-se à diferenciação de osteoclastos e, por 

extensão, à reabsorção óssea. Neste estudo, avaliou-se o padrão da expressão do mRNA 

de citocinas e quimiocinas relevantes  para o desenvolvimento dessas lesões em 

camundongos iNOS-/-. Observou-se um aumento nos níveis da expressão de IL-1β e TNF-

α nos tecidos perirradiculares dos camundongos deficientes da iNOS.  Estas citocinas são 

responsáveis por ativar mecanismos microbicidas no hospedeiro e assim, na ausência da 

iNOS, sua maior expressão pode se relacionar a um aumento na concentração de 

antígenos nestes sítios. Ademais, estas citocinas são importantes fatores de reabsorção 

óssea (STASHENKO et al. 1987,WANG e STASHENKO 1993,STASHENKO et al. 1992). Sua 
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maior expressão aqui observada também guarda relação com o maior desenvolvimento 

destas lesões nesses animais. 

Devido ao fato de o infiltrado inflamatório da lesão periapical ser maior nos 

animais iNOS-/-, avaliou-se a expressão da quimiocina MCP-1. O MCP-1 é um dos 

principais fatores inflamatórios encontrados em granulomas periapicais humanos, 

sendo expresso, em grande parte, por células epiteliais. Essa citocina participa do 

recrutamento de monócitos, leucócitos e macrófagos (KABASHIMA et al. 2001,MARTON 

et al. 2000,SILVA et al. 2005). Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que os 

camundongos iNOS-/- têm os níveis mais elevados do mRNA dessa quimiocina quando 

comparados com o PHOX-/- e o selvagem nos tecidos perirradiculares, o que sugere que a 

produção de NO influencia a expressão gênica da quimiocina MCP-1. Estes resultados 

são confirmados por aqueles que demonstraram a modulação das quimiocinas pelo 

óxido nítrico (DESAI et al. 2003,FUKADA et al. 2008). Em modelo similar de lesão 

perirradicular induzida em camundongos, viu-se que os animais deficientes da iNOS 

expressaram níveis elevados da quimiocina SDF-1 (fator derivado das células do 

estroma 1), responsável pela mobilização de células precursoras dos osteoclastos do 

espaço intravascular para o espaço tecidual (FUKADA et al. 2008). Além disso, estudos 

prévios, tanto in vivo quanto in vitro, tornaram evidente que a inibição da iNOS promove 

a expressão de MCP-1 pelas células endoteliais em um modelo murino de doença 

pulmonar e por miócitos da linhagem C2C12 tratados com LPS (KAWANISHI et al. 

2008,DESAI et al. 2003). Diante desses resultados, pode-se inferir que a deficiência da 

iNOS e, consequentemente, a redução na produção do NO, aumentam a expressão do 

MCP-1, o que favoreceria a migração de monócitos e linfócitos para a lesão periapical.  

Durante o desenvolvimento das lesões perirradiculares, a reabsorção óssea é 

mediada por diversos fatores que influenciarão tanto o número quanto a atividade dos 
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osteoclastos (WADA et al. 2006). O óxido nítrico é um poderoso mediador da 

osteoclastogênese, visto que ele participa do recrutamento, formação, função e 

sobrevivência dessas células (LIN et al. 2003,RALSTON 1997). Curiosamente, sua 

participação acontece de forma dicotômica: o NO tanto pode induzir quanto inibir a 

diferenciação dos osteoclastos e a reabsorção óssea (RALSTON et al. 1995,CHOLE et al. 

1998,VAN'T HOF e RALSTON 2001). Por exemplo, em modelos animais de osteoporose 

induzida pela remoção dos ovários, foi demonstrado que o NO é um dos mediadores 

envolvidos na perda óssea, uma vez que grupos que foram tratados com inibidores da 

iNOS não apresentaram nem redução na densidade óssea, nem aumento no número de 

osteoclastos. Por sua vez, o grupo que não foi tratado teve menor densidade óssea e 

acréscimo no número de osteoclastos (CUZZOCREA et al. 2003).  Em contrapartida, a 

inibição da atividade da iNOS pode otimizar a formação de osteoclastos a partir de 

células da medula óssea, bem como gerar uma maior reabsorção óssea em culturas de 

células da calvária de camundongos (HOLLIDAY et al. 1997). Os resultados do nosso 

estudo estão coerentes com esses achados, uma vez que os camundongos iNOS-/- 

apresentaram um maior número de osteoclastos nas lesões perirradiculares que os 

demais avaliados, sugerindo que o NO modularia negativamente a diferenciação destas 

células.   

Segundo Fan et al. (2004), o NO pode também participar da osteoclastogênese 

diminuindo a expressão de RANKL e aumentando a expressão de OPG nas células 

estromais da medula óssea. Em doenças inflamatórias, como a artrite reumatóide e a 

periodontite, a ativação de osteoclastos é mediada pela produção de RANK, RANKL e 

menor produção de OPG (CROTTI et al. 2003,HAYNES et al. 2001,VERNAL et al. 2006a). 

Em nosso estudo, observamos que o aumento da reabsorção óssea e do número de 

osteoclastos no camundongo iNOS-/- não se correlacionou com a expressão de OPG, mas 
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sim, com a maior expressão de RANK e RANKL. Da mesma maneira, estudos anteriores 

demonstraram que a deficiência da iNOS está relacionada com maior reabsorção óssea 

periapical, bem como uma maior expressão de RANKL, RANK e maior formação dos 

osteoclastos (FUKADA et al. 2008). Por sua vez, não observamos diferença na expressão 

de OPG entre os grupos avaliados, ao passo que os autores acima comprovaram menor 

expressão gênica da osteoprotegerina na lesão periapical induzida em animais iNOS-/- 

(FUKADA et al. 2008). De maneira similar ao que foi observado por aqueles autores, 

doadores do óxido nítrico aumentam a expressão de OPG em células da medula óssea, 

inibindo a diferenciação de osteoclastos (FAN et al. 2004,WANG et al. 2004). 

A ausência de NO não apenas permite maior expressão de RANKL, como não 

interfere em sua ação. Pesquisadores demonstraram a ocorrência de um feedback 

negativo durante a osteoclastogênese, mediado por NO: pré-osteoclastos da linhagem 

RAW 264.7, quando estimulados com RANKL, produzem NO que, por sua vez, inibe a 

osteoclastogênese iniciada pelo RANKL (ZHENG et al. 2006). Relacionando este 

mecanismo com os resultados obtidos em nosso estudo, poder-se-ia inferir que o 

aumento no número de osteoclastos estaria relacionado à ausência da produção de NO 

nos animais iNOS-/-, não havendo uma regulação negativa na diferenciação dos 

osteoclastos. Em desacerto com o que foi observado em nossas investigações, outros 

pesquisadores demonstraram que ratos tratados com L-NMMA, um inibidor da iNOS, 

apresentaram menor área de reabsorção óssea na lesão periapical quando comparados 

aos animais não tratados (LIN et al. 2007). Estes resultados conflitantes podem se dever 

à forma de inibição da iNOS: o uso dos inibidores farmacológicos da iNOS não garante 

que a enzima esteja completamente inativada, além do que o animal poderá produzir 

determinada quantidade do óxido nítrico. 
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Os membros da família PHOX são importantes na geração de ROS que, por sua 

vez, são relevantes na resposta imune inata como um agente microbicida produzido 

pelos fagócitos (DAVIES 1995). ROS participam da resposta imune inata e da reabsorção 

óssea tanto na solubilização da matriz óssea quanto na diferenciação dos osteoclastos 

(HA et al. 2004,FRASER et al. 1996,BAX et al. 1992). A diferenciação dos osteoclastos 

relaciona-se à produção de radical superóxido pela NADPH oxidase, que participa da 

sinalização intracelular mediada por RANKL (SASAKI et al. 2009a,SASAKI et al. 

2009b,YANG et al. 1998,HA et al. 2004). Ainda assim, pouco se sabe sobre a importância 

da NADPH oxidase na osteoclastogênese. 

Para avaliar a participação das ROS na patogênese da lesão periapical, utilizamos 

o animal deficiente do gene da cadeia gp91 da NADPH oxidase. Nestes camundongos, a 

lesão periapical foi semelhante à do grupo controle. Entretanto, não encontramos 

qualquer osteoclasto na lesão periapical. Experimentos com células da medula óssea 

tratadas com um agente antioxidante, N-acetil cisteína, antes do tratamento com RANKL, 

mostraram que não houve a expressão dos mediadores intracelulares importantes para 

a diferenciação osteoclástica, havendo redução no número de osteoclastos (LEE et al. 

2005). Estes resultados foram confirmados por outros autores que trataram células da 

medula óssea de camundongos com homocisteína e observaram que a concentração 

intracelular de ROS aumentou bem como a expressão da proteína cinase ativada por 

mitógeno (MAPK) e beta-3 integrina (moléculas importantes para a osteoclastogênese) 

(KOH et al. 2006). Assim, o número de osteoclastos também aumentou. Para certificar-se 

de que esses efeitos eram resultado da produção de ROS, os autores pré-trataram as 

células com o agente antioxidante N-acetil cisteína e observaram que todos os efeitos da 

homocisteína foram anulados. Entretanto, Lee et al. (2005) e Koh et al. (2006) não 

identificaram qual das espécies reativas de oxigênio seria a chave para a diferenciação 
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dos osteoclastos. Para responder a essa questão, Fraser et al. (1996) e Bax et al. (1992) 

mostraram em experimentos realizados in vitro que o peróxido de hidrogênio, 

produzido a partir do radical superóxido, é capaz de estimular a reabsorção óssea, bem 

como a motilidade dos osteoclastos. Além disto, as espécies reativas de oxigênio 

induzem as vias intracelulares, essenciais para a diferenciação dos osteoclastos.  No 

trabalho de Sasaki et al. (2009) comprovou-se que a inibição da atividade da PHOX 

(p22phox) reduziu a expressão do fator nuclear de células T ativadas (NFATc1), que é um 

notável indutor da transcrição de genes relacionados com a formação dos osteoclastos.  

O fato de não encontrarmos osteoclastos tanto na região periapical quanto em 

todo o tecido periodontal nos animais PHOX-/- pode estar relacionado com a deficiência 

na produção de superóxido e peróxido de hidrogênio, que são moléculas vitais para a 

expressão de mediadores intracelulares essenciais para a osteoclastogênese. Entretanto, 

não encontramos na literatura dados sobre a reabsorção óssea periapical nesses 

animais. 

O radical superóxido produzido pela NADPH oxidase altera a migração 

leucocitária para o sítio inflamatório. A razão disso é que ele gera outras espécies 

reativas, como peróxido de hidrogênio e radical hidroxila, que têm efeito sobre a 

migração celular, sem falar na ação microbicida na explosão respiratória de fagócitos 

(VAZQUEZ-TORRES et al. 2000,NATHAN e SHILOH 2000). Sendo assim, a deficiência da 

atividade da NADPH oxidase resulta na maior susceptibilidade contra infecções 

bacterianas, levando a um maior recrutamento de leucócitos (MORGENSTERN et al. 

1997,POLLOCK et al. 1995,GAO et al. 2002).  

Por exemplo, a redução da produção de superóxido está relacionada com o 

aumento do infiltrado leucocitário no peritônio de camundongos após tratamento com 

tioglicolato. Ademais, a geração de superóxido contribui para a migração de 
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polimorfonucleares no tecido pulmonar (POLLOCK et al. 1995,JACKSON et al. 1995). 

Estes autores verificaram o recrutamento e a migração transalveolar de 

polimorfonucleares em animais p47phox-/- e gp91phox-/- após o desafio com Escherichia 

coli. Eles também deixaram claro que a deficiência da NADPH oxidase aumenta o 

número de bactérias no tecido pulmonar, o que foi um fator crítico para a ativação e 

liberação de quimiocinas.   

Os nossos resultados mostraram que a NADPH oxidase não é um fator tão 

relevante quanto a óxido nítrico sintase indutível no modelo de indução da lesão 

periapical, uma vez que o infiltrado inflamatório, o tamanho da lesão e a expressão das 

citocinas avaliadas foram diferentes entre os camundongos PHOX-/- e iNOS-/-, mas foram 

iguais entre o PHOX-/- e C57BL/6 selvagem. Esses resultados nos fazem supor que a 

iNOS, mas não a NADPH oxidase, seja elemento-chave para mediar a resposta 

inflamatória contra possíveis microorganismos e seus subprodutos, tais como o LPS, nas 

lesões periapicais uma vez que, no animal PHOX-/-, as características da lesão eram 

semelhantes às do camundongo C57BL/6 selvagem. Essa suposição está de acordo com 

outros trabalhos que demonstraram a importância da ligação de diferentes antígenos 

aos receptores do tipo Toll para a indução da produção de óxido nítrico, e que a 

expressão de TLR4 após estimulação com IFN- e LPS de Helicobacter pilory é 

dependente da produção de óxido nítrico (HE et al. 2007,UNO et al. 2007). 

Entretanto, diferentes autores mostraram resultados distintos do nosso trabalho. 

Lin et al. ( 2006) afirmaram que a atividade da NADPH oxidase é fundamental para a 

expressão de TLR4 mediada por LPS em células musculares da aorta humana. Já outros 

autores comprovaram a importância das ROS na produção de citocinas pró-

inflamatórias pelos neutrófilos humanos (ASEHNOUNE et al. 2004). Eles demonstraram 

que o tratamento dessas células com LPS induz a translocação do Fator Nuclear Kappa B 
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(NF-B) para o núcleo, cuja sinalização estimula diferentes respostas nos neutrófilos. 

Entretanto, se os neutrófilos eram previamente tratados com os antioxidantes N-acetil 

cisteína e alfa-tocoferol, não ocorria a translocação do NF-B para o núcleo, tampouco a 

produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1, TNF- ou a proteína inflamatória 

do macrófago 2 (MIP-2) (ASEHNOUNE et al. 2004). Entre as espécies reativas de 

oxigênio, o peróxido de hidrogênio é aquele que mais exerce influência na translocação 

do NF-B para o núcleo (JANSSEN-HEININGER et al. 2000,PIETTE et al. 1997). Mediante 

isso, podemos deduzir que no modelo de lesão periapical utilizado nesse estudo, os 

microorganismos e seus produtos que egressam do canal radicular nos animais 

C57BL/6 selvagens e PHOX-/- podem interagir com receptores da resposta imune inata, 

induzindo a expressão da iNOS e a produção de NO, e controlando o processo infeccioso.  

Uma vez que as espécies reativas de oxigênio cumprem papel central na resistência 

contra infecções bacterianas, mais estudos precisarão ser realizados para comprovar 

que as ROS não são moléculas fundamentais para o combate contra a infecção 

endodôntica. 

Já se sabe que o sistema imune tem estreita relação com a modulação óssea pelo 

fato de terem moléculas regulatórias em comum. A ativação do sistema imune durante a 

infecção endodôntica causa destruição óssea alveolar. Os linfócitos T ativados possuem 

um efeito na destruição óssea de maneira indireta, estimulando macrófagos a 

secretarem citocinas pró-inflamatórias, as quais induzem a expressão de RANKL por 

osteoblastos e linfócitos B. Eles possuem também um efeito direto, expressando 

mRANKL, sRANKL e RANK (KAWAI et al. 2007,TAUBMAN e KAWAI 2001). Nossos 

resultados comprovaram que os linfócitos T são a principal fonte de mRANKL na lesão 

periapical e na medula óssea do osso alveolar. Esses resultados indicam que a perda 

óssea adjacente à lesão periapical pode ser regulada pela atividade dos linfócitos T 
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através da expressão de mRANKL e que essas células migram do espaço medular para a 

lesão periapical.  

Observou-se que 3 e 7 dias após a indução da lesão experimental já existiam 

linfócitos T expressando mRANKL no espaço medular, que não são mais encontradas na 

lesão após 14 dias. As células apresentadoras de antígenos presentes nos tecidos 

perirradiculares migram para o linfonodo regional e ativam linfócitos T, que começam a 

expressar mRANKL (KANEKO et al. 2001). A microscopia confocal permitiu que se 

identificassem estas células em seu caminho em direção à região perirradicular, ainda 

na medula óssea. Pelo observado na literatura, este é o primeiro estudo a demonstrar a 

presença destas células (linfócitos T mRANKL+) nos tecidos perirradiculares de 

camundongos. Outros pesquisadores já haviam demonstrado a presença de linfócitos T 

nas lesões periapicais, sugerindo que tais células devem ser importantes no controle da 

disseminação da infecção endodôntica (LIAPATAS et al. 2003,TELES et al. 1997). 

Observou-se que a presença de linfócitos T mRANKL+ foi detectadas, em todos os 

tempos operatórios, na medula óssea alveolar. No 3º dia após a indução das lesões, 

aproximadamente 50% dos linfócitos T presentes no espaço medular estavam 

expressando mRANKL. Tal fato indica que nos estágios iniciais da formação da lesão 

perirradicular, estas células ativadas já se encontravam se dirigindo para a região 

periapical.  

Detectou-se que células periostina+ podem expressar mRANKL. Tais células 

podem ser fibroblastos e osteoblastos. Não há na literatura qualquer trabalho que 

descreva a expressão de mRANKL por essas células na lesão periapical.  É interessante 

notar que as células periostina+ parecem responder à presença do antígeno bacteriano 

uma vez que a expressão de mRANKL foi detectada apenas nos camundongos que 

tiveram a polpa exposta. Isso nos faz supor que não apenas o linfócito T, mas os 
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fibroblastos e osteoblasto podem participar da diferenciação inicial dos precursores dos 

osteoclastos na lesão periapical.  
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6 Conclusões 

Pode-se observar que: 

 

1. O modelo de indução de lesão de furca se mostrou útil para a padronização dos 

cortes utilizados no estudo das alterações perirradiculares em camundongos.  

2. A maior reabsorção óssea observada nos camundongos iNOS-/- está relacionada 

ao aumento das citocinas pró-inflamatórias e ao aumento no número de 

osteoclastos na lesão periapical. 

3. O aumento na expressão de MCP-1 devido à deficiência da iNOS está relacionado 

com o aumento na migração de células para a região periapical. 

4. A NADPH oxidase parece não ser um fator tão importante quanto a óxido nítrico 

sintase na resistência do hospedeiro contra a infecção,  já que o perfil de citocinas 

e as características histológicas foram semelhantes tanto no animal PHOX -/- 

quanto no C57BL/6.  

5. Como demonstrado na análise da microscopia confocal, o mRANKL é expresso 

por linfócitos T, fibroblastos e osteoblastos nos momentos iniciais da formação 

da lesão periapical. Sendo assim, é possível que essas células sejam as 

responsáveis pela diferenciação inicial dos precursores dos osteoclastos 

recrutados para a lesão.  

 

Concluiu-se que: 

O óxido nítrico é importante na resistência contra antígenos bacterianos na lesão 

periapical. Sua ausência causa o aumento do infiltrado inflamatório e da 

reabsorção óssea perirradicular, devido ao aumento na expressão das citocinas 



Conclusão 
_____________________________________________________________________________________________________ 

 

83 

pró-inflamatórias IL-1 e TNF-bem como da quimiocina MCP-1 e dos 

mediadores da osteoclastogênese, RANK e RANKL. 
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