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RESUMO

A resposta inflamatdria decorrente da infeccdo endodontica pode variar de acordo com
caracteristicas bioldgicas do hospedeiro, incluindo o sexo. Camundongos machos e fémeas
apresentam diferencas imunologicas importantes que podem alterar tanto a intensidade da
inflamacdo quanto o padrao de reabsorcdo Ossea e dentaria. O presente estudo propode
comparar a reabsor¢ao 6ssea periapical e a reabsor¢ao dentaria apos a infeccao endoddntica
em camundongos machos e fémeas durante o processo inflamatério. Foram utilizados 20
camundongos da linhagem C57BL/6 (10 machos e 10 fémeas), de 6 a 8 semanas de idade,
divididos em dois grupos nos quais foi realizada a inducdo da lesdo periapical. Os grupos
foram divididos em 1- macho e 2 - fémea (n=10 por grupo). A indug¢do da lesdo periapical
foi realizada por exposicdo e contaminag¢ao dos canais radiculares dos primeiros molares
inferiores direitos e esquerdos ao ambiente bucal por um periodo de 42 dias. Foram
realizadas andlise de microtomografia computadorizada, andlise histopatologica em
hematoxilina e eosina, histoenzimologia para detec¢do da enzima fosfatase acida resistente
ao tartarato (TRAP), com o objetivo de identificar células clasticas na area periapical, além
da contagem de neutrofilos e macrofagos. Os resultados obtidos foram analisados utilizando-
se o software GraphPad Prism 8.0 (Prism, Chicago, IL, EUA). Apo6s confirmagdo de
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, os dados foram submetidos ao teste t de Student (a
= 5%) e teste de Welch. Os achados mostram que o sexo influenciou significativamente a
evolucdo das lesdes periapicais. As fémeas apresentaram maior perda dssea (p<0,05), maior
volume de lesdo (p=0,0497) e maior perda de volume na reabsorcao dentaria (p<0,0001),
mas nao apresentaram diferengas estatisticas na area da reabsorcdo dentaria (p=0,46) e maior
nimero de macréfagos (p<0,0001). Ambos os grupos ndo apresentaram diferencas
estatisticas nas células clasticas (p=0,13). J4 os machos apresentaram maior densidade de
neutréfilos (p=0,04) e maior peso (p<0,0001). Os resultados demonstram que o sexo
biologico influencia significativamente a resposta imunoldgica na periodontite apical
experimental, com padrdes inflamatorios distintos entre machos e fémeas. Esses achados
reforcam a importancia de considerar o sexo como variavel bioldgica em pesquisas. Estudos
clinicos sdo necessarios para investigar se essas diferencas impactam a progressao da lesao

e a resposta ao tratamento endodontico em humanos.

Palavras-chave: Infeccao endodontica, Reabsor¢ao dssea periapical, Reabsor¢do dentéria



ABSTRACT

The inflammatory response resulting from endodontic infection may vary according to host
biological characteristics, including sex. Male and female mice exhibit important
immunological differences that can alter both the intensity of inflammation and the pattern of
bone and dental resorption. The present study aimed to compare periapical bone resorption and
dental resorption following endodontic infection in male and female mice during the
inflammatory process. Twenty C57BL/6 mice (10 males and 10 females), aged 6 to 8 weeks,
were used and divided into two groups in which periapical lesions were induced. The groups
were classified as: 1 — male and 2 — female (n = 10 per group). Periapical lesion induction was
performed by exposing and contaminating the root canals of the right and left mandibular first
molars to the oral environment for a period of 42 days. Micro-computed tomography analysis,
histopathological analysis with hematoxylin and eosin staining, and histoenzymology for
detection of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) were performed to identify clastic cells
in the periapical area, in addition to neutrophil and macrophage counts. The results were
analyzed using GraphPad Prism 8.0 software (Prism, Chicago, IL, USA). After confirmation of
normality using the Shapiro—Wilk test, the data were submitted to Student’s t-test (o = 5%) and
Welch’s test. The findings showed that sex significantly influenced the progression of periapical
lesions. Females presented greater bone loss (p < 0.05), larger lesion volume (p = 0.0497), and
greater volume loss due to dental resorption (p < 0.0001), but showed no statistically significant
differences in dental resorption area (p = 0.46). Females also exhibited a higher number of
macrophages (p <0.0001). Both groups showed no statistically significant differences in clastic
cells (p = 0.13). Males, on the other hand, presented a higher neutrophil density (p = 0.04) and
greater body weight (p < 0.0001). The results demonstrate that biological sex significantly
influences the immune response in experimental apical periodontitis, with distinct
inflammatory patterns between males and females. These findings reinforce the importance of
considering sex as a biological variable in research. Clinical studies are needed to investigate
whether these differences impact lesion progression and response to endodontic treatment in

humans.

Keywords: Endodontic infection; Periapical bone resorption; Dental resorption.
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1. INTRODUCAO

A polpa dentaria ¢ um tecido conjuntivo especializado, ricamente vascularizado e
inervado, de origem ectomesenquimal (American Association of Endodontists, 2020). A agdo
de agentes quimicos, fisicos e microbianos advindos da cavidade bucal (Paula-Silva et al.,
2009a; Cooper et al., 2014; El Karin et al., 2021), quando em contato com os tecidos dentais,
pode causar destruicdo desses tecidos (Cardoso, 2007) que pode resultar em quadro
inflamatorio do tecido pulpar como parte da resposta do hospedeiro frente a esses agentes
(Paula-Silva et al., 2009a; Cooper et al., 2014; El Karin et al., 2021).

Agentes externos, como traumatismos ou ainda a progressao da infec¢do microbiana
no sistema de canais radiculares, quando nao controlados, podem resultar em necrose do tecido
pulpar (Paula-Silva et al., 2010; Graves et al., 2011; Marton & Kiss, 2014; Shah et al., 2018).
O canal radicular passa a ser contaminado por diversos micro-organismos, particularmente os
anaerobios gram-negativos (Paula-Silva ef al., 2010a; Paula-Silva et al., 2020b; Petean ef al.,
2021; Ribeiro Santos et al., 2021). A lesdo periapical representa, portanto, a resposta
imunoinflamatdria localizada no interior dos canais radiculares em dire¢do a regido periapical.

E caracterizada pela presenca de um infiltrado inflamatério misto, composto por células
de defesa em resposta aos produtos/subprodutos do agente agressor (Marton & Kiss, 2014;
Paula-Silva et al., 2009b; MA et al., 2017; Figueiredo et al., 2018). Essa prolifera¢do, quando
ndo controlada, resulta na reabsor¢do ossea e dentaria (Paula-Silva et al., 2010a; Marton &
Kiss, 2014; Paula-Silva et al,. 2021).

A reabsor¢do Ossea e dentaria ocorre através de um processo altamente regulado,
mediado pela ativacao dos osteoclastos. Durante a inflamagao periapical, as células do sistema
imunoldégico, como macrofagos e neutrofilos, liberam citocinas pro-inflamatorias que
estimulam a expressao de RANKL, uma proteina essencial para a ativagao dos osteoclastos.
Essa interacdo entre RANKL e seu receptor RANK nas células precursoras de osteoclastos
inicia a formacao dessas células, que, por sua vez, liberam enzimas como TRAP e MMP-9 para
degradar a matriz 6ssea e dentaria (Roskamp, 2006; Tyrovola, 2008).

A invasao de patdégenos associada a resposta imune local do hospedeiro um impacto
intenso na secre¢do de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias e transforma o
microambiente das regides periapicais, o qual determina o estado progressivo ou estavel das

lesdes periapicais (Loureiro et al., 2021).
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Os neutrofilos sdo células sentinela e os glébulos brancos mais abundantes na
circulacdo. Essas células sdo dotadas de enzimas poderosas e peptideos antimicrobianos para
proteger o hospedeiro de infecgdes e outros estimulos nocivos por meio de diferentes
mecanismos (Rizo-T¢llez & Filep, 2024).

Além disso, os macréfagos sdo um dos componentes funcionais mais importantes do
sistema imunoldgico inato (Michalski et al., 2017). Eles desempenham papéis essenciais na
manutengdo da homeostase fisiologica e na regulacao da renovagao das respostas imunes em
condigdes patologicas (Xu et al., 2022). Quando os tecidos periapicais sdo desafiados pela
invasdo bacteriana, os macrofagos residentes podem responder ao material estranho, como
bactérias e toxinas liberadas por elas, regulando o processos fisioldgicos e patoldgicos
(Goldman et al., 2021; Ricucci et al., 2020). Consequentemente, os macrofagos desempenham
papéis diversos na regulacdo da resposta inflamatoria e do processo reparador (Zheng et al.,
2020; Laskin et al., 2011; Denardo et al., 2019).

Uma vez que o patdogenos invadem a regido periapical, uma reacdo de defesa causa a
formac¢do de duas linhas de células fagociticas: uma 4rea interna, mais proxima da raiz onde
predominam polimorfonucleados (PMNs), e uma 4area ao redor onde macrdofagos fagociticos
sdo observados (Graunaite et al., 2012). A reagdo imune associada a canais radiculares
infectados leva 4 reabsor¢cdo dssea, produzindo periodontite apical e uma area radiolucida
periapical associada, a quual pode ser detectada radiograficamente (Glickman, 2009). O
mecanismo de reabsor¢do 0ssea também promove a reabsor¢do radicular, ja que as células
clasticas sdo semelhantes (Amarasekara ef al., 2018).

Especificamente, os linfocitos T constituem um um grande grupo de células imunes
que sdo uma parte essencial do sistema imunoldgico adaptativo e desempenham um papel
crucial na regulacdo imunoldgica, incluindo a regulacdo da resposta imune a antigenos
estranhos, a producdo e secre¢do de citocinas inflamatodrias, a depuracdo de microbios e a
mediacao da destruicao e reconstrugdo 6ssea (Sharabi, 2020).

Uma grande discussao nos estudos experimentais € sobre a utilizagdo de apenas os
animais machos, e que era limitado subentender para ambos os sexos. E encontrado na
literatura a diferenca entre as respostas da linhagem C57BL6 em relagdo ao sexo, sendo
importante levar em consideracao este critério em estudos fisioldgicos e metabolicos (Souza et
al., 2022). Ja é conhecido que as respostas comportamentais € hormonais entre machos e
fémeas sdo distintas e podem influenciar os resultados laboratoriais finais e ocasionar respostas

e tratamentos incoerentes (Hampton et al., 2021; Morrow & Innocenti, 2012).
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Estudos demonstram que existe uma evidente interrela¢do entre o sistema endocrino e
o sistema imunologico. Um exemplo disso € o efeito que os hormdnios sexuais exercem sobre
as diferentes populagdes de leucocitos (linfocitos T e B, células NK, granuldcitos e
macrofagos), assim como sobre a producdo e liberacdo de citocinas e proteinas
imunorreguladoras (Baranao, 2009).

Estudos prévios em modelos animais, abordando trauma e sepse, demonstram que a
diminui¢do dos niveis de estrogénio e/ou o aumento dos niveis de testosterona estao associados
a uma resposta imunoldgica comprometida (Angele et al., 2000). Além disso, o estudo de
Samnegard (2009) observou um padrao distinto de associagdo entre citocinas inflamatorias e
metaloproteinases da matriz (MMPs) em individuos do sexo masculino e feminino.
Considerando que alguns estudos tém como objetivo desenvolver estratégias terapéuticas que
sejam aplicadas em populacdo humana, nosso objetivo ¢ realizar a experimentagdo animal em
machos e fémeas para verificar como as diferengas entre os sexos tém influéncia sobre o

desenvolvimento da lesdo periapical e da reabsor¢ao dentaria.
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2. REFERENCIAL TEORICO

A polpa dentaria ¢ um tecido conjuntivo altamente vascularizado que desempenha um
papel crucial na sustentagdo da satde e vitalidade dos dentes (Berman, 2021). Consiste em uma
complexa rede de nervos, vasos sanguineos e células mesenquimais, que sao responsaveis pela
sensibilidade dentéria, bem como pelo fornecimento de nutri¢ao e pela resposta a estimulos ou
agentes externos (Berman, 2021).

Alguns agentes quimicos aplicados em cavidades profundas (por exemplo, os adesivos
dentinarios) sem a devida protecdo do complexo dentinopulpar podem atuar como fatores
irritantes ao tecido pulpar, levando a sua inflamacdo; agentes fisicos, como brocas em alta
rotagdo sem adequada refrigera¢do durante o preparo de cavidades na dentistica restauradora,
bruxismo, erosao, abraso e atri¢ao e agentes bioldgicos, representados pelos microrganismos
e seus produtos, que sao os principais responsaveis pela inducdo e pela manutengao das
alteracdes patologicas nesses tecidos (Cardoso, 2007).

A participagdo de microrganismos nas alteragdes pulpares e periapicais pode ser
evidente quando a polpa é exposta 4 saliva contaminada com a microbiota bucal, na qual se
estima em torno de 1000 o numero de espécies bacterianas conhecidas que habitam a cavidade
bucal (Zhang et al., 2018; Radaic & Kapila, 2021). Estudos realizados em animais com
exposicao pulpar ao ambiente bucal demonstram participagdo bacteriana na inflamagao pulpar
e periapical (Park et al., 2020).

A polpa dentaria ¢ dotada de um rico suprimento neurovascular, o qual promove os
efeitos da inflamacdo, podendo precipitar rapida degeneracdo e necrose tecidual (Park et al.,
2015). Trés reacdes fundamentais emergem como mecanismos de prote¢do da polpa: (1) a
redugdo da permeabilidade dentinaria devido a esclerose, (2) a formagdo de dentina tercidria e
(3) as respostas inflamatorias e imunoldgicas no interior da polpa. Tais reagdes ocorrem de
forma simultanea e sua intensidade ¢ influenciada pela agressividade e progressdo da lesao

(Berman, 2021).

PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagao € um aspecto essencial do mecanismo inato de defesa do organismo contra
etiologias infecciosas ou ndo infecciosas. Esse mecanismo ¢ inespecifico e imediato (Ferrero et
al.,2007). Os 5 sinais fundamentais de inflamacao incluem calor, vermelhidao, inchaco, dor e

perda de fun¢do. O aumento do fluxo sanguineo leva a vermelhidao e calor, enquanto o inchago
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resulta do acimulo de liquidos. A dor surge da libera¢ao de substancias quimicas estimulantes,
e a perda de fun¢ao reflete uma combinagdo de fatores. Esses sinais sdo evidentes na inflamacao
aguda da superficie, mas podem nado ser todos observaveis na inflamacao aguda interna,
especialmente nos 6rgaos internos (Zigterman et al., 2022). A inflamagao pode ser categorizada
em trés tipos com base na duragdo da resposta ao agente lesiva — inflamacao aguda, que se
manifesta imediatamente ap6s a lesdo e normalmente dura alguns dias; inflamacao cronica, que
pode persistir por meses ou até anos se a inflamacao aguda ndo se resolver; e inflamacao
subaguda, uma fase de transi¢ao da inflamacgao aguda para a cronica que dura de 2 a 6 semanas.

(Pahwa et al., 2023).

2.1.1. Inflamacao Aguda

Semelhante a outros tecidos, a polpa dentaria provoca uma reag¢do inflamatéria como
forma de eliminar patogenos e estimular a reparacdo. A inflamag¢do da polpa € pré-requisito
para o reparo e regeneracao do complexo polpa-dentina; caso contrario, ocorre doenga cronica
ou necrose pulpar (Zanini et al., 2017). A inflamag¢3o aguda inicia-se apds uma lesdo especifica,
desencadeando a liberacao de mediadores soluveis, como citocinas, proteinas de fase aguda e
quimiocinas. Essas substancias promovem a migra¢ao de neutrofilos e macréfagos para o local
inflamado, representando um componente crucial da resposta imune inata durante a inflamagao
aguda (Germolec et al., 2018).

Os neutréfilos sdo as primeiras células de defesa e de grande importancia na fase aguda,
pois participam do processo de quimiotaxia e podem gerar danos (Blake et al., 2023). Sua ac¢do
¢ essencial na fase aguda da inflamag¢do, onde eliminam patdgenos por meio de fagocitose,
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), enzimas proteoliticas e formagdo de
armadilhas extracelulares (NETs). Apesar de sua fun¢do protetora, também causam danos
teciduais colaterais, contribuindo para a destruicdo Ossea em processos como a periodontite
apical (Blake et al., 2023). Sao caracterizados por seus nicleos multilobulados e um arsenal
de granulos contendo enzimas, peptideos antimicrobianos e outras moléculas bioativas. Essas
células sdo produzidas na medula dssea e tém uma vida util curta, normalmente circulando no
sangue por 6 a 12 horas antes de migrarem para os tecidos, onde podem sobreviver por mais 1
a 2 dias. O recrutamento de neutréfilos para locais de infec¢ao ou lesao ¢ um processo altamente

regulado conhecido como quimiotéxia (Petri ef al., 2018).
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Os neutrofilos sao células de fluxo livre dentro na corrente sanguinea. O direcionamento
localizado em dire¢do a parede do vaso e as interagcdes transientes se manifestam por
marginagdo dependente de reologia e deformabilidade, seguida pela captura (Takeishi et al.,
2014; Fedosov et al., 2012). A captura (ou tethering) em si pode ser dividida em 2 etapas
independentes, mas intimamente relacionadas: a captura primdria, que implica interagdo direta
neutrofilo-endotelial, e a captura secundaria mediada por L-seletina, na qual neutrofilos
interagem com leucécitos ou fragmentos leucociticos ja em movimento (Eriksson et al., 2001).

Uma vez que os neutrofilos sdo recrutados para o local da infecgdo, torna-se necessario
combater patdégenos invasores. Para esse fim, o neutréfilo é equipado com um repertorio de
funcdes efetoras, como fagocitose, NETosis, produgdo de espécies reativas de oxigénio e
secrecdo de granulos (Weninger et al., 2014).

NETs sao estruturas extracelulares, semelhantes a teias, compostas por complexos
DNA-histonas e decoradas por um conjunto de proteinas dos granulos dos neutréfilos, como
cathelicida, catepsina G, mieloperoxidase e elastase neutrofilica (Thiam et al., 2020, Rodrigues
et al., 2020). Essas estruturas extracelulares capturam microrganismos patogénicos, impedindo
sua propagacdo, e garantem uma alta concentracdo local de agentes antimicrobianos para
degradar fatores de viruléncia e eliminar microrganismos (Rizo-T¢éllez & Filep, 2024).

Os neutroéfilos liberam NETs por meio de um processo em vdrias etapas chamado
NETose. Até o momento, dois mecanismos-chave pelos quais os neutrofilos liberam NETs na
defesa do hospedeiro sdo conhecidos como NETose suicida e NETose vital (Burgerner ef al.,
2020). Os mecanismos especificos que regulam essas formas de morte celular ainda ndo foram
completamente esclarecidos (Hakkim et al., 2011).

A NETose suicida foi observada pela primeira vez em resposta ao forbol-12-miristo-13-
acetato (Wright ef al., 2020), um ativador eficaz de multiplas vias de sinalizagdo em neutréfilos
(Rizo-Téllez & Filep, 2024). Num estudo, utilizaram tecnologia detalhada de imagem celular
in vitro para definir a liberacdo de NET como o processo de morte celular dependente de NOX.
Essa forma de suicidio ¢ uma progressao passo a passo apos a descondensacao da cromatina,
inchaco nuclear, transbordamento do ntcleo ao citoplasma e, finalmente, ruptura da membrana
plasmatica e msitura do contetido nuclear com porteinas (Fuchs et al., 2007). A NETose suicida
envolve o desencadeamento de vias dependentes da oxidase (NOX) de oxidase de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), a geracdo de ROS e sinais mediados por dominios
semelhantes a quinases associadas a receptores (Hakkim et al., 2011).

Em contraste com a via suicida relativamente lenta da NETose, a NETose vital envolve

a rapida liberacdode NETs em resposta a microrganismos, plaquetas ativadas (PLTs) ou
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proteinas do complemento através dos receptores de superficie dos neutréfilos, processo que
parece ser independentes da atividade NOX (Pilsczek et al., 2010, Kenny et al., 2017). Nessa
via, a principal caracteristica da NETose vital ¢ a ativagio por PAD4 dependente de Ca’",
citrunilacdo da histona H3 e descondensacdo do DNA com a participagdo de MPO ¢ NE
(Leshner et al., 2012). Em seguida, o ntcleo perde sua forma lobular classica, e a cromatina
descondensada ¢ expelida para formar NETs. Nessa condicdo, a liberacdo de DNA, proteinas
dos granulos e histonas ocorre com a formacao e liberacao extracelular de vesiculas, de modo
que a célula permanece vidvel e mantém a capacidade para realizar fungdes celulares, como
migracdo celular (Delgado-Rizo et al., 2017).

Uma das principais fungdes dos neutréfilos € a fagocitose, o processo de englobar e
digerir patdgenos e detritos (Liew ef al., 2019). Os neutrofilos reconhecem patdogenos por meio
de receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) que detectam padrées moleculares
associados a patdogenos (PAMPs). Ao se ligarem a esses padrdes, os neutréfilos envolvem o
patdogeno em um fagosomo, que entdo se funde com granulos contendo substincias
antimicrobianas. Esses granulos liberam enzimas como mieloperoxidase, lisozima e proteases,
que ajudam a degradar e matar os microrganismos ingeridos (Liew et al., 2019).

Além da fagocitose, os neutréfilos podem liberar o conteudo dos seus granulos no
espaco extracelular por meio de um processo conhecido como desgranulacao (Gierlikowska et
al., 2021). Esse mecanismo permite que os neutréfilos combatam patdgenos extracelulares e
contribuam para a resposta inflamatoria. Os granulos contém uma variedade de peptideos
antimicrobianos, enzimas e outras moléculas bioactivas que podem matar diretamente
patogenos, modular a resposta imune e interagir com outras c€lulas imunes. No entanto, a
desgranulagdo também pode resultar em danos teciduais quando a liberagao de enzimas e ROS
ndo ¢ adequadamente regulada (Gierlikowska et al., 2021).

Em muitos desses processos, a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
desempenha um papel fundamental, atuando diretamente como agente citotoxios seja porque
as ROS atuam diretamente como agentes citotoxicos contra patdégenos € como importantes
reguladores das respostas inflamatérias. As ROS participam, por exemplo, da formagio de
NETs e da secrecdo de proteasas, enzimas redox e fatores antimicrobianos. Em neutrofilos
totalmente funcionalmente ativados, as ROS sdo principalmente produzidas pela enzima
NADPH oxidase 2 (NOX2), resultando no chamado estouro oxidativo. Em contraste com seu
papel pro-inflamatorio durante a fase inicial do combate as infec¢des, as ROS também podem
inibir as respostas inflamatdrias, por exemplo, pela desativagdo de células T ou pela degradagao

de mediadores inflamatorios presentes nas NETs (Hoffmann et al., 2018)
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Outras células que estdo envolvidas nesse processo sdo as células dentriticas que
possuem numerosos processos dendriticos ou pseudopodiais, ¢ podem se diferenciar dos
progenitores mieloides e linfoides na medula dssea, denominados DCs mieloides, DCs linfoides
(ou DCs plasmacitoides, pDCs), respectivamente. Ambos os tipos de DCs migram da medula
Ossea para o sangue periférico e depois se redistribuem para varios tecidos do organismo. A
funcdo principal das DCs, conhecidas como células apresentadoras de antigenos (APCs), ¢ a
absor¢do, processamento ¢ a apresentacdo de antigenos para induzir respostas imunes (Liu et
al., 2010).

Os macréfagos digerem e eliminam antigenos provenientes de particulas grandes, como
patogenos, exercendo um papel anti-infeccioso, mas também eliminam células senescentes,
moribundas ou transformadas, mantendo assim a homeostase imune (Chaintreuil e al., 2023).

As células natural killer (NK) diferenciam-se das células progenitoras linfoides na
medula éssea e pertencem a linhagem linfoide, expressando varios marcadores linfocitarios.
No entanto, as células NK ndo expressam receptores especificos de antigenos como TCR e
BCR, e diferem morfologicamente dos linfocitos. Elas migram para véarios tecidos pelo corpo
ap6s se diferenciarem das células-tronco hematopoiéticas. Elas estdo distribuidos
principalmente no sangue periférico e também estdo presentes em tecidos como figado, bago,
pulmdes e linfonodos. As células NK recebem esse nome por sua capacidade de reconhecer e
eliminar células infectadas por virus e células malignas sem sensibilizagao prévia (Caligiuri et
al., 2008).

Se a inflamag¢do aguda ndo se resolve rapidamente, ela progride para inflamacao
subaguda. Se a inflamagao persiste além de 6 semanas, ela transita de subaguda para cronica,
marcada pela migragao de linfocitos T e plasmocitos para o local da inflamagao. A inflamacao

prolongada, sem resolucdo adequada, leva a danos teciduales e fibrose (Pahwa et al., 2023).

2.1.2. Inflamacao Cronica

A maioria das caracteristicas da inflamag¢ao aguda persiste a medida que a inflamagao
se torna cronica, incluindo a expansao dos vasos sanguineos (vasodilatagdo),o aumento do fluxo
sanguineo, o aumento da permeabilidad capilar e a migragdo de neutrdfilos para o tecido
infectado através da parede capilar (diapedese). No entanto, a composicao dos glébulos brancos
muda logo e os macrofagos e linfocitos comecam a substituir os neutrofilos de curta duragao.

Assim, as caracteristicas da inflamagao cronica incluem a infiltragao das células inflamatorias
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primarias, como macréfagos, linfocitos e células plasmaticas no sitio tecidual, as quais
produzem citocinas inflamatorias, fatores de crescimento, enzimas e, assim, contribuindo para
a progressao de danos teciduais e reparagao tecidual secundaria, incluindo fibrose e formagao
de granulomas (Yousuf et al., 2019; Milenkovic et al., 2019).

Os mastécitos e os macrofagos constituem componentes importantes do infiltrado
inflamatorio cronico (Braz-Silva et al., 2019). Os mastocitos possuem a capacidade de
degranulagdo, liberando uma variedade de substancias inflamatoérias, incluindo mediadores
vasoativos. A liberacao dessas substancias estd intimamente ligada aos processos inflamatérios
e a reabsorcao ossea, exercendo influéncia sobre outras células do sistema imunologico (Bracks
etal., 2014).

Os macrofagos tém a capacidade de produzir substincias inflamatérias e anti-
inflamatoérias que desempenham um papel crucial no desenvolvimento e reparo de lesdes. Entre
essas substancias, destacam-se o IL-1, o TNF-a, o IL-6, o TGF-B (fator transformador de
crescimento beta) e prostaglandinas (Arango et al., 2014). Essas citocinas desempenham
funcdes essenciais na iniciagdo e regulacdo dos processos inflamatorios, influenciando a
ativacao e diferenciacao dos osteoclastos, a ativagao e proliferacao dos fibroblastos, a producao
de colageno e a neovascularizag¢do (Braz-Silva PH et al., 2019). Foi demonstrado que amostras
de periodontite apical apresentam niveis mais elevados de RANKL e OPG do que aqueles
encontrados em tecidos saudaveis (Menezes et al., 2008; Fan et al., 2011; Estrela et al., 2016),
além disso, foi observado que que foi observado que duas vias de metabolismo do acido
araquidonico, ciclooxigenase e lipoxigenase, estdo envolvidas na perda 6ssea (Paula-Silva et
al., 2016; Ribeiro-Santos ef al., 2021; Lorencetti-Silva et al., 2022).

Em resposta a antigenos estranhos ou auto-antigenos, as células imunes teciduais,
como macrofagos e células dendriticas, liberam citocinas como IL-1 e TNF-a (Yousuf et al.,
2019). Essas citocinas induzem as células endoteliais do local da lesdo a liberar selectinas e
integrinas, que estimulam quimiotaxia e diapedese dos leucdcitos circulantes (Yousuf et al.,
2019). Além do recrutamento de leucdcitos, os macrofagos teciduais e as células dendriticas
também desempenham papel na eliminacdo do antigeno por fagocitose, na liberagdo de
citocinas e na atuagdo como células apresentadoras de antigenos para linfocitos (Milenkovic et
al., 2019). Uma vez que os leucécitos circulantes entram no local da lesdo, eles sdo ativados
por varias citocinas € quimiocinas secretadas pelos macrofagos e células dendriticas. Apds a

ativacdo, os leucocitos liberam ainda mais citocinas ¢ mediadores da inflamagao (Yousuf et al.,

2019).
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2.2. PERIODONTITE APICAL

A periodontite apical ¢ uma resposta imunoinflamatoria nos tecidos periapicais de
origem pulpar, resultante mais frequentemente de infec¢ao polimicrobiana (Marton & Kiss,
2014). A interagdo microbiana tem papel fundamental na patogénese da periodontite apical
(Braz-Silva et al., 2019). A resposta imunoldgica asossiada 4 inflamacgao periapical caracteriza-
se por um infiltrado inflamatorio misto composto por macroéfagos, mastocitos, células T e
neutrdofilos. Os neutrofilos sdo os primeiros recrutados ao local da lesdo e sdo as células
predominantes na fase inicial da inflamagdo periapical; eles migram rapidamente através de
quimiotaxia e sdo atraidos por citocinas e quimiocinas liberadas no local da infec¢do (Blake et
al., 2023).

De acordo com sintomas clinicos e processo patoldgico, a PA pode ser classificada em
periodontite apical aguda (PAA) e periodontite apical cronica (PAC) (Gutmann et al., 2009). A
PAA ¢ causada principalmente pela infec¢ao da polpa dentaria e pela subsequente disseminacao
de substancias infecciosas através do forame apical, que desencadeia uma resposta inflamatoria
localizada nos tecidos periapical. A PAA normalmente se manifesta como dor ao morder e
sensibilidade a percussdo, principalmente devido a congestdo e inchaco da membrana
periapical (Siqueira & Rogas, 2013). A PAC se manifesta como resposta imune exacerbada a
irritantes persistentes no canal radicular, levando a reabsor¢do Ossea alveolar e tipicamente
apresentando radiolucidez perirradicular sem sintomas clinicos (Nair, 2006).

A resposta imunoinflamatoria na PA € um processo dindmico complexo. Inicialmente,
o sistema imunolodgico inato e adaptativo € ativado por biofilmes bacterianos presentes no
sistema de canal radicular. O recrutamento subsequente de células imunes para a area periapical,
visando 4 eliminagdo de patdgenos e liberagdo de grandes quantidades de mediadores
inflamatorios, cria um microambiente inflamatorio tnico na PA. Mediadores pro-inflamatérios
amplificam a resposta inflamatoria por meio de varias vias de sinalizagdo, e o estresse oxidativo
relacionado as espécies reativas de oxigénio EROs (ROS) e metabolismo desregulado
promovem a destruicao do tecido periapical. A persisténcia dos estimulos leva a superativagao
da resposta imune, o que induz a diferenciacdo dos osteoclastos, inibe a diferencia¢do dos
osteoblastos e, por fim, leva a reabsor¢@o 6ssea periapical. Quando a infecgdo ¢ restringida, as
células T reguladoras (Tregs) e os macréfagos anti-inflamatérios M2 secretam mediadores anti-
inflamatorios como interleucina (IL)-4, IL-10 e o fator de crescimento transformador beta

(TGF-B) para promover a reparagdo tecidual (Weber et al., 2018; Zhang et al., 2021). O
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equilibrio entre as respostas pro e anti-inflamatdrias no microambiente periapical determina a
progressao e regressao da PA, bem como o desfecho clinico da cicatrizagdo do tecido periapical

apos procedimentos padronizados de tratamento endodontico (Weber et al., 2018; Zhang et al.,
2021).

2.2.1. Resposta imune inata e adaptativa em PA

O sistema imunologico inato serve como a principal defesa contra patdgenos e
substancias estranhas, empregando mecanismos de defesa inespecificos para oferecer prote¢ao
imediata (Ma et al., 2023). As células imunes inatas envolvidas na resposta inflamatéria
periapical incluem principalmente células apresentadoras de antigeno (APCs), como
monocitos, macréfagos e células dendriticas (DCs), além de neutréfilos, células natural killer
(NKs) e mastocitos (Galler e al., 2021). Células imunes inatas reconhecem patdgenos por meio
de receptores de reconhecimento de padrdes (PRR) induzindo respostas imunes, incluindo
fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatorios, ativagdo do sistema complemento e inicio
da imunidade adaptativa (Qian et al., 2014). O sistema imunologico adaptativo oferece protecao
direcionada e duradoura contra patdogenos por meio da imunidade celular e humoral (Sun et al.,

2020).

2.2.2. Reabsorc¢ao dssea inflamatdéria na PA

Uma resposta imune periapical sustentada promove a diferenciagdo dos osteoclastos e
inibe a osteogénese, desencadeando a reabsorcdo Ossea periapical (Li et al., 2021). O
desequilibrio entre osteoclastogénese e osteogénese ¢ consequéncia de uma combinagdo de
fatores, com a destruicdo Ossea persistente evoluindo eventualmente para a PAC.

A osteoclastogénese ¢ um processo que envolve a proliferacdo de células precursoras
de osteoclastos derivadas de monocitos da linhagem hematopoética, seguido pela diferenciagao
e maturacao celular. Os osteoclastos ativos produzem enzimas proteoliticas e protons que levam
a degradag@o da matriz organica colagénica e solubilizacdo do contetido inorgénico do tecido
0sseo (Gallagher, 2008; Paula-Silva et al., 2009c; Paula-Silva et al., 2010a; Boyce, 2013). Esse
processo ¢ controlado pelo receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK), pelo seu ligante
(RANKL) e pela osteoprotegerina (OPG), membros da superfamilia do fator de necrose
tumoral. Sucintamente, o receptor RANK ¢ expresso na superficie dos osteoclastos e seus

precursores e células dendriticas (Lener, 2004; Boyce, 2013). Nesse contexto o estado e a
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progressdao da doenca sdo influenciados pela quantidade e interacdo entre os estimulos
inflamatorios (Braz-Silva et al., 2019).

O sistema RANK/RANKL/OPG ¢ reconhecido como um regulador significativo do
metabolismo 06sseco, exercendo influéncia na diferencia¢ao e atividade dos osteoclastos. O
RANK ¢ uma proteina transmembrana pertencente a familia de receptores do fator de necrose
tumoral, e ¢ predominantemente expresso por macrofagos, células mononucleares
osteoclasticas, células T e B, células dendriticas e fibroblastos (De Leon-Oliva, 2023). Por sua
vez, RANKL, uma citocina com similaridade ao TNF-a, age como ligante tanto de RANK
quanto de osteoprotegerina (OPG) (Boyle et al., 2003). A ativacdo de RANK pelo RANKL
resulta na interagdo com receptores associados ao TNF, levando a ativacdo do fator nuclear kB
(NF-kB) e da proteina c-Fos, processos intimamente relacionados a maturacao dos osteoclastos

através do aumento da expressao de genes especificos (Boyle et al., 2003; Wada ef al., 2000).

2.3.  REABSORCAO DENTARIA

A reabsor¢do dentéria ¢ definida como um processo fisioldgico ou patologico que
apresenta como resultado a perda de dentina e/ou cemento (Abbott et al., 2022). Em alguns
casos, pode estar associada também a reabsorcao de osso adjacente, juntamente com a perda do
ligamento periodontal (Abbott ef al., 2022). Essa alteragdo ¢ decorrente da perda de estruturas
responsaveis pela protecdo e inser¢do dentaria (Abbott et al., 2022).

Uma fina barreira anti-reabsorvente protege as paredes interna e externa das raizes dos
dentes. A camada pré-cemento protege as paredes externas, enquanto predentina e
odontoblastos protegem as paredes internas da dentina (Brezniak et al., 2016). A reabsor¢ao
estd associada a fatores fisiologicos e patologicos e resulta na perda de dentina, cemento ou
tecidos 6sseos (Umashetty et al., 2015). Células reabsortivas ndo podem colonizar superficies
nao mineralizadas (Brezniak et al., 2002). Multiplos fatores mecanicos, quimicos e térmicos
foram indentificados como promotores da mineralizacdo precoce das barreiras defensivas e
iniciam a reabsor¢do radicular (Umashetty et al., 2016).

Condicionado por fatores etioldgicos e localizacdo, o tipo de reabsorcdo € caracterizado
por peculiaridades patogénicas de seu desenvolvimento. As citocinas, prostaglandinas e o
aumento da pressdo interna do canal radicular destacam-se na patogénese da reabsorcao
radicular interna (IRR) (Bastos et al., 2017, Igleasia et al., 2017). Na reabsorcao inflamatoria
externa (RI), a lesdo do tecido periodontal e as alteragdes necrdticas no canal radicular

desempenham um papel critico, j4 que os canais dentindrios expostos contribuem para o
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acumulo de bactérias e destruem os remanescentes do tecido (Trope, 2002). Em contraste, na
reabsorcao de reposi¢do externa (ERR), o processo reabsortivo ¢ acompanhado por altera¢des

reconstrutivas.

2.3.1. Tipos de reabsorc¢oes dentarias

2.3.1.1. Reabsor¢ao inflamatoéria externa (RIE)

A reabsorc¢do inflamatdria externa € o tipo mais agressivo e destrutivo de reabsorcao
traumatica (Nayak et al., 2015). Esta associada a polpa e ao periodonto infectados (Patel et al.,
2007; Makedonas et al., 2012; Santos et al., 2018). Com mais frequéncia, ela se desenvolve
apOs traumas graves e geralmente comega na superficie vestibular da raiz. O desenvolvimento
da lesdo depende principalmente da vitalidade da polpa (Makedonas et al., 2012; Santos et al.,
2018). Consequentemente, se o suprimento sanguineo do dente afetado ndo estiver
comprometido, a atividade dos osteoclastos limita-se & superficie radicualr externa afetada, e a
reabsor¢ao ¢ autolimitante, semelhante a observada em uma fratura apical transitéria. No
entanto, quando o canal radicular ¢ infectado, toxinas microbianas podem se mover para a area
de reabsorg¢ao através dos tiibulos dentinarios, levando a progressao da reabsorgao inflamatoria.

Lesdes reabsortivas podem ser superficiais ou envolver camadas mais profundas de
dentina. Odontoclastos e areas de tecido de granulacdo sdo observados no local da reabsorcao.
O processo patologico ndo esta restrito a cavidade oral, podemdo estra asossiado a distirbios
cardiovasculares, endocrinos e outros condi¢des sistémicas que influenciam o estado geral de
satde. ( Makedonas ef al., 2012; Nayak et al., 2015; Santos et al., 2018).

Alteragdes necroticas da polpa dentdria, presenga de microrganismos, lesdes
periodontais e tibulos dentinarios expostos e amplos sdo fatores de grande importancia na
patogénese da RI, pois contribuem para o acimulo de bactérias e remanescentes de tecido
destruido. Outro fator que contribui € a raiz dentaria nao desenvolvida (tubulos dentinarios
largos, tecido pulpar maior). Portanto, a RIE ¢ observada em criangas com mais frequéncia do
que em adultos (Makedonas et al., 2012; Santos et al., 2018).

As raizes podem ser mais curtas do que o estimado normalmente e/ou ter as margens
irregulares. A RIE relacionada a traumas frequentemente de apresenta como depressoes
crateriformes radiolucidas na superficie radicular, asoiadas & radiolucéncia perirradicular
adjacente. O espaco do canal radicular permanece visivel, o que auxilia na diferenciacdo entre

reabsorcdo externa e interna. Devido a natureza 2D das radiografias convencionais, a EIR ¢
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identificada quando esta nos lados interproximais da raiz. A reabsor¢do sobre a superficie
vestibular e lingual/palatina da raiz ndo ¢ perceptivel. A tomografia computadorizada de feixe
conico (CBCT) ¢ necessaria para esclarecer o carater da area de reabsor¢do, ou seja, a
quantidade e dimensao exatas da area de reabsorcao, a extensao das lesdes reabsortivas ao longo
da raiz e a presenca de uma perfuracao na parede radicular (Makedonas et al., 2012; Santos et

al., 2018).

2.3.1.2. Reabsor¢ao de superficies externas (ESR)

A ESR ¢ uma reabsor¢ao estéril, transitoria e iniciada por pressdo que envolve pequenas
areas radiculares dentérias (Patel ef al., 2007). Com a eliminagdo do fator etiologico, esse tipo
de reabsorgao € reversivel, e € possivel restaurar o cemento da superficie do dente sob condigdes
favoraveis, quando a polpa ndo esta infectada (Patel et al., 2007). A ESR inicia-se na superficie
radicular e envolve principalmente o cemento e, ocasionalmente, a dentina. Lesdes reabsortivas
raramente ultrapassam o limite cemento-dentina. A ESR ¢ revelada radiograficamente apenas
com lesdes atipicamente extensas. Na pratica, entretanto, ¢ impossivel detectar lesdes
reabsortivas nas superficies vestibular e oral da raiz. Portanto, ¢ diagnosticado principalmente

por meio de exame histologico apds a extragdo do dente (Abbott et al., 2016).

2.3.1.3. Reabsor¢do de substitui¢do externa (ERR)

A ERR ¢ causada por trauma severo no ligamento periodontal, resultando em perda de
vitalidade celular e lesdo significativa no cemento (Patel et al., 2007). Consequentemente, as
células do ligamento periodontal sofrem necrose seguida pela perda de tecido periodontal. A
dentina e o cemento da raiz do dente sdo destruidos sob a influéncia da atividade osteocléstica.
As areas destrutivas logo sao substituidas pelo osso alveolar, que ¢ depositado pelos
osteoblastos durante o processo de recuperacdo. Portanto, as 4reas de reabsor¢cdo nio sdo
radiolucidas, como no caso da EIR. O ligamento periodontal entre o dente e o osso alveolar
encontra-se ausente. O 0sso entra em contato direto com o cemento e a dentina. A ERR pode
ser autolimitante e/ou localizada (Patel et al., 2007).

Quando a reabsorc¢do envolve mais de 20% da superficie radicular, o dente perde sua
mobilidade fisiologica, o que pode causar um som metalico agudo durante a percussao.
Geralmente, se houver formag¢dao de dentina terciaria, o dente ¢ suscetivel a testes de

sensibilidade, embora com um atraso (Patel et al., 2007).
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A ERR ¢ observada em adultos e, as vezes, em criancgas, ¢ pode causar perda de dentes
ao longo do tempo. Na denticdo em desenvolvimento, em dentes que sofrem ERR, a erupcao ¢
prejudicada, impedindo o crescimento adicional do processo alveolar adjacente. Isso resulta em
infraoclusdo do dente afetado. Nessas condigdes, a crista alveolar imatura associada ao dente
anquilosado pode levar a alteracdes indesejaveis na aparéncia, fonética e fungdo, o que pode
causar complicagdes em qualquer tratamento restaurador futuro (Cohenca et al., 2017; Gunst

etal.,2011).

2.3.1.4. Reabsorcao cervical externa (ECR)

Certos tipos de reabsor¢ao nao podem ser classificados como superficiais, inflamatorios
ou de substitucdo. Esses sdo agrupados na categoria chamada de reabsor¢do idiopatica,
principalmente cervical. A etiologia dessa reabsor¢@o externa da superficie radicular ¢ incerta,
embora seja observada principalmente apds o tratamento odontolégico (Mavridou et al., 2017).
Ela geralmente comeca na jungdo cemento-esmalte (CEJ) e se desenvolve devido a danos ao
cemento subepitelial. Os dentes frontais, assim como os primeiros molares, sdo os dentes mais
frequentemente afetados (Neely et al., 2016; Mavridou et al., 2016).

A ECR ocorre em trés etapas: iniciacdo, reabsor¢do (destruicao) e reparo (Nem et al.,
2004). Células osteoclasticas de periodonio ocupam a superficie radicular através de aberturas
no cemento, formando tecido fibrovascular (fase de reabsor¢do), que pode eventualmente
calcificar e se desenvolver em tecido fibro-0sseo (fase reparativa) (Gunst et al., 2013). Lesoes
de pequenas dimensdes regredir espontaneamente (Mavridou et al.,, 2016). No entanto, a
maioria das lesdes de ECR ndo € autolimitante e representa evaluagdo continua de reabsor¢ao
comumente apresenta um periodo continuo de reabsor¢do (Makedonas et al., 2012).

Lesdes de ECR ndo estdo infectadas; sendo observadas apenas invasdo bacteriana
secundaria (Gunst ef al., 2013). Alguns autores sugerem que a ECR ¢ causada e mantida por
bactérias nos tubulos dentinarios e/ou fendas gengivais, sugerindo sua natureza inflamatdria
(Makedonas et al., 2012).

Nao ha uma radiografica imagem tipica. Lesdes podem apresentar bordas bem
demarcadas ou irregulares na regido cervical. No entanto, a reabsor¢do doss tecido duros
dentarios torna as lesdes iniciais radiolucidas, enquanto defeitos profundos (fibro-6sseos) da
ECR podem apresentar aparéncia manchada, refletindo a tentativa de reparo na area radicular

reabsorvida (Hartsfield et al., 2009). O contorno do canal radicular ¢ perceptivel através da
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lesdo de reabsorc¢ao, demonstrando que a lesdo esta fora do canal, o que € considerado um sinal

patognomonico da ECR (Patel ef al., 2007).

2.3.1.5. Reabsorcao interna da raiz (IRR)

A IRR também ¢ chamada de granuloma interno (Consolaro et al., 2019). A IRR
caracteriza-se pela destrui¢dao dos tubulos dentinarios intrarradiculares, geralmente localizados
no tercio médio ou apical do canal radicular (Nilsson ef al., 2013). A reabsorc¢ao pode envolver
um ou varios dentes. E mais comum em incisivos; porém, também pode ser observada em
dentes posteriores, especialmente nos molares inferiores. Uma combinagdo de reabsor¢des
internas e externas também ¢ possivel (Nilsson et al., 2013).

ATRR pode ser lenta (anos), rdpida (varios meses) ou sem atividade patoldgica marcante
(Lopatiene et al., 2008). A IRR inflamatdria e a de substituicdo sdo diferentes. A reabsor¢do
interna € causada principalmente por infec¢ao pulpar, tratamento ortodontico e traumatismos.
Ao mesmo tempo, alguns casos clinicos mostram a presenca de IRR em dentes saudaveis e ndo

erupcionados (Silveira ef al., 2009).

2.4. INFLUENCIA DO SEXO NA RESPOSTA INFLAMATORIA

O dimorfismo sexual refere-se as diferencas nas funcdes e respostas do sistema
imunologico entre homens e mulheres, impulsionadas por fatores genéticos, hormonais, do
desenvolvimento, comportamentais e outros. O reconhecimento do dimorfismo sexual na
imunidade surgiu a partir de observagdes de diferencas na incidéncia e na gravidade das
doencas entre homens e mulheres. Estudos iniciais observaram que as mulheres normalmente
apresentam respostas imunes 'mais fortes' do que os homens, levando a menores probabilidades
de infec¢do por patdogenos, mas com maior incidéncia de doengas autoimunes (Nowak &
Muehlenbein, 2025).

Estrogénio e progesterona nas mulheres, e androgenos como a testosterona nos homens,
desempenham papéis significativos na modulacdo das respostas imunes. Por exemplo, os niveis
de testosterona nos homens estdo diretamente associados a maior suscetibilidade a doengas
causadas por patdgenos e a respostas inflamatorias reduzidas — por outro lado, as mulheres
normalmente apresentam respostas imunes mais fortes, em parte devido aos efeitos
imunomoduladores dos estrogénios, que sdo cruciais para manter a saude reprodutiva e o

sucesso da gravidez (Jaillon ef al., 2019; Shepherd et al., 2021). Vérios genes cruciais para a
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funcdo imunolégica estdo localizados no cromossomo X, proporcionando outro mecanismo
para respostas imunes mais fortes em mulheres em compara¢do com homens (Ghosh et al.,
2017).

As respostas imunes sao moduladas em parte pelas agdes dos hormonios produzidos
pelo sistema endocrino, incluindo esteroides sexuais como estrogénio e testosterona. Essa
relacdo destaca a interconexao desses sistemas, na qual flutuagdes nos niveis hormonais podem
modular a atividade imunolégica, influenciando a suscetibilidade a infecgdes e a forca geral
das defesas imunologicas. A endocrinologia do sistema reprodutivo abrange uma rede
complexa de hormdnios e tecidos que regulam as fungdes e comportamentos reprodutivos.
Entre mulheres em idade reprodutiva, a produgao ciclica de hormonios regula o ciclo menstrual,
incluindo o desenvolvimento folicular, a ovulacdo e a manutencdo do endométrio. Estrogénio
e progesterona desempenham papéis criticos na gravidez, amamentacao e desenvolvimento de
caracteristicas sexuais secundarias (Andersson et al., 2008). Em homens humanos, a
testosterona ¢ essencial para a espermatogénese, o desenvolvimento de caracteristicas sexuais
secundarias masculinas e a manutencao da libido (Simoni, 2017).

Estudos demonstram em nivel hormonal que a testosterona suprime a fosfolipase D, o
que causa diferencgas sexuais na biossintese de leucotrienos em monocitos humanos, que sao
células efetoras centrais da imunidade. (Pérgola ef al., 2011). Existem diferencas entre os sexos
na incidéncia, morbidade e mortalidade associadas a doengas com componente inflamatorio,
como artrite reumatoide, diabetes mellitus e doencas cardiovasculares (Albert, 2007). Foi
relatado que a deficiéncia de estradiol aumenta a produgdo de citocinas pro-inflamatorias pelos
linfécitos T, como IL-1, IL-6 e TNF- a. Além disso, o estradiol exerce um efeito protetor nas
células endoteliais vasculares, modulando os niveis circulantes de citocinas pro-inflamatorias
e proteina C-reativa (Zhang et al., 2011).

Em um estudo experimental realizado em ratos demonstraram que as alteragdes
hormonais exercem influéncia relevante sobre a resposta inflamatoria sistémica. Animais
submetidos a ovariectomia (OVX) apresentam reducao significativa nas concentragdes séricas
de 17B-estradiol, independentemente da presenca de lesdes periapicais, evidenciando o impacto
direto da deficiéncia estrogénica. Além disso, a auséncia de estrogénio esta associada ao
aumento expressivo de mediadores inflamatorios, como IL-18, TNF-a, IL-1p, IL-6 ¢ MMP-9,
especialmente em animais OVX com lesdes periapicais, quando comparados a fémeas do grupo
controle e machos (Zhang et al., 2011). Esses achados reforcam o papel modulador dos
hormonios sexuais femininos sobre a resposta imunoinflamatéria, indicando que a deficiéncia

estrogénica pode potencializar a produgdo sistémica de citocinas pro-inflamatorias e enzimas
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envolvidas na degrada¢do da matriz extracelular, contribuindo para um estado inflamatério
exacerbado, mesmo na auséncia de diferengas morfoldgicas evidentes nas lesdes periapicais
(Zhang et al., 2011).

Outro fator relacionado ao sexo na resposta a inflamacao € a observagao de uma redugao
na contagem de linfocitos T em homens em comparagao com mulheres, possivelmente atribuida
ao aumento das concentragdes de testosterona. Acredita-se que a testosterona possa promover
a apoptose das células T (McMurray et al., 2001).

Reconhecer diferengas nas respostas imunes entre homens e mulheres pode levar a
tratamentos médicos mais personalizados, melhorar a eficacia das terapias e minimizar os
efeitos adversos ao adaptar os tratamentos com base em perfis imunes especificos de sexo (Fathi
etal., 2021).

O impacto das disparidades de sexo assume uma importancia critica na pesquisa meédica,
tanto pré-clinica quanto clinica. Historicamente, foi observado um viés centrado nos homens,
com um numero substancialmente maior de estudos conduzidos exclusivamente em individuos
do sexo masculino. Como resultado, os efeitos de medicamentos ¢ tratamentos muitas vezes
eram extrapolados para ambos os sexos, levando a problemas significativos (Morselli, 2016).

Portanto, torna-se relevante, em modelo animal, as respostas biologicas durante o
processo inflamatorio e no desenvolvimento da lesdo periapical e reabsor¢cdo dentaria,
considerando as diferengas entre os sexos, a fim de determinar se a presen¢a de de hormoénio
sexuais, como o estrogénio, pode influenciar essas relagdes. Tais achados poderiam oferecer
novas informagdes sobre o potencial das infec¢des periapicais como um fator de risco para a
saude sistémica tanto em mulheres quanto em homens, além de propor novas condutas
terapéuticas (Zhang et al., 2011).

Animais como ratos e camundongos tém sido amplamente utilizados em estudos que
avaliam a patogénese e o desenvolvimento de lesdes periapicais induzidas experimentalmente
(Sousa et al., 2014). Nesses modelos animais, a reabsor¢do 6ssea periapical e dentaria pode ser
validada por avaliacdo histologica, radiografia convencional e digital, e por meio de
microtomografia computadorizada (micro-CT) (Teixeira et al., 2011).

A avaliagao histologica permite a visualizagdo da estrutura do tecido e das mudangas
caracteristicas que o tecido pode ter sofrido. Por isso, ¢ utilizado em diagnostico médico,
estudos cientificos, autdpsias e investigagdes forenses. Uma vez que a amostra de tecido passou
por fixacdo, processamento, incorporagdo, secao e coloracdo, ela pode passar por analise por
microscopia. As coloracdes histologicas escolhidas para um dado espécime dependem da

questao investigativa (Alturkistani et al., 2015).
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No entanto, os exames radiograficos digitais e convencionais ndo sdo totalmente
adequados para imagens de dentes em ratos e camundongos, devido ao seu pequeno tamanho e
anatomia especifica da mandibula. A avaliagdo histologica ¢ considerada o padrao-ouro para
avaliacdo de lesdes periapicais. No entanto, esse método ¢ demorado e leva a destruicao da
amostra (Balto et al., 2000).

De acordo com a literatura, as imagens de microtomografia podem ser utilizadas para
avaliar a destrui¢ao dssea periapical e radicular, fornecendo resultados equivalentes aos obtidos
por meio da histologia (padrao-ouro) (Balto et al. 2000). A micro-CT tem sido, portanto,
considerada um importante método de validagdo diagnostica para estudos baseados em modelos

de pequenos animais (Schambach et al., 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

Os conhecimentos recentes demonstram que ha diferengas nas respostas biologicas dos
animais em relagcdo ao sexo. Este estudo contribuira para o esclarecimento dessas divergéncias
no catabolismo 6sseo e dentario frente a infec¢ao endoddntica, aprofundando cada vez mais o
conhecimento das respostas das respostas bioldgicas entre os sexos. Pode-se vislumbrar no
futuro pesquisas experimentais que estudem nao apenas em animais machos como de costume,
mas também endo a penas em aniais machos, como de costume, mas também em animais
fémeas. Portanto, este estudo resultard em um promissor protocolo para pesquisas

experimentais em animais, utilizando machos e fémeas.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi comparar a reabsorc¢ao ossea periapical e a reabsor¢ao
dentaria ap6s a infeccdo endodontica em camundongos machos e fémeas durante o processo

inflamatorio.

4.2. OBJETIVO ESPECIFICO

(1) Mensurar a area ¢ o volume da reabsor¢do Ossea periapical e dentdria por meio de
microscopia optica e microtomografia computadorizada;

(1))  Quantificar o nimero de neutréfilos e macréfragos recrutados para o ligamento
periodontal ou lesdo periapical,

(iii)  Avaliar a presenga de células cléasticas na superficie dssea e dentdria, por meio de

histoenzimologia para a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP).
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5. HIPOTESE

(Ho) - Nao ha diferenca significativa no processo inflamatdrio e na reabsorcdo Ossea e
dentdria entre os animais machos e fémeas no desenvolvimento de lesdo periapical induzida
por infec¢do endoddntica.

(H:) - Ha diferenga significativa no processo inflamatorio e na reabsorcdo Ossea e
dentaria entre os animais machos e fémeas no desenvolvimento de lesdo periapical induzida

por infec¢do endoddntica.
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6. METODOLOGIA

Os protocolos utilizados no presente estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Alfenas - CEUA/UNIFAL (Processo n°
0011/2024) (Anexo A). Este estudo foi conduzido em conformidade com as normas da
International Organization for Standardization (ISO 10993-6: 2016) (ISO, 2016).

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com o Conselho
Nacional de Controle de Experimenta¢ao Animal (CONCEA) e com as diretrizes do ARRIVE
(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) (Du Sert et al., 2020). O delineamento
experimental seguiu o estudo de Almeida-Junior (2023a, 2023b).

6.1 ANIMAIS

No total, foram utilizados 20 camundongos, sendo 10 machos e 10 fémeas, da linhagem
C57BL6 (Wild-Type; selvagens), com 6 a 8 semanas de idade, provenientes do Centro de
Bioterismo da Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG. Os animais foram mantidos no
Biotério de Experimentagdo da UNIFAL - MG, alocados em gaiolas de polipropileno e tampas
de aco inoxidavel perfurado (grades), de 15 % 20 cm (5 animais por gaiola), forradas com
maravalha, em temperatura de 22 °C e umidade relativa do ar (55 + 10%) constantes, em um
ciclo de claro-escuro de 12: 12 horas. Durante todo o periodo experimental, os animais tiveram
livre acesso a dieta solida padrao (ragdo) e a agua filtrada e autoclavada. Como enriquecimento
ambiental, foram disponibilizados palitinhos de madeira autoclavado para que os animais

possam roer, e papel para fragmentacao pelos camundongos picarem.
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Figura 1- Fluxograma representativo da divisdo de quantidade de animais utilizados nos grupos

machos e fémeas, e as analises que foram realizadas. ILP = Inducao da lesdo periapical.

20 Camundongos
linhagem C57BL6 (Wild-Type;
selvagens)

|/ 10 Machos _‘ T 10 Fémeas _‘

Primeiro molar direito Primeiro molar esquerdo Primeiro molar direito Primeiro molar esquerdo

Experimento ILP (10 Experimeto ILP (10
animais) animais)

Experimento Higidos (5 Experimeto ILP Higidos (5
ILP (5 animais) animais) (5 animais) animais)

Analise Histopatologica | Analise Histopatologica ’

TRAP TRAP
Microtomografia Microtomografia
Computadorizada Computadorizada

6.2  PROCEDIMENTOS PARA INDUCAO DA LESAO PERIAPICAL

Vinte animais (10 machos e 10 fémeas) foram anestesiados com Cloridrato de Ketamina
a 10% (150 mg/kg; Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu Guacu/SP,
Brasil) e Xilazina a 2% (7,5 mg/kg; Dopaser, Laboratdrio Calier S/A, Barcelona, Espanha),
diluidos em dgua para inje¢do estéril (1 ml de Ketamina + 0,3 ml de Xilazina + 4,6 ml de 4gua
para inje¢do estéril) por via intramuscular na coxa traseira (Figura 2a). Foi administrada
Buprenorfina por via intraperitoneal (0,1 mg/kg) 30 minutos antes da cirurgia e posteriormente,
Dipirona (150-200 mg/Kg; Laboratério Neo Quimica, Andpolis/GO, Brasil), via subcutanea,
de 6 em 6 horas por 3 dias. Para inducdo da lesdo periapical, os camundongos foram
posicionados em uma mesa cirurgica com dispositivo para retragdo mandibular (Figura 2b),
para acesso aos primeiros molares inferiores. A abertura coronaria foi realizada na face oclusal
(Classe I) utilizando broca carbide FG %4 (KaVo, Alemanha) esterilizada (Figura 2c). A seguir,
os canais radiculares foram localizados com Lima tipo K nimero 06 (LesFils d’Auguste
Maillefer S/A, Suica) esterilizada para remocao parcial do tecido pulpar (Figura 2d). Os canais
radiculares dos primeiros molares inferiores direitos (n=10 por grupo) permaneceram abertos
para exposi¢do € contaminagdo microbiana do ambiente bucal, conforme metodologia
publicada previamente (Paula Silva et al., 2016; Paula-Silva et al., 2020b; Almeida-Junior et
al., 2023a). Como controle, os primeiros molares inferiores do lado esquerdo foram mantidos

higidos (n=5 por grupo), ¢ inducao da lesdo periapical (n=5 por grupo) para microtomografia
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computadorizada. As avaliagdes foram realizadas apds 42 dias de exposi¢do pulpar. Apos o
periodo experimental, os animais foram eutanasiados com sobredosagem anestésica Ketamina

a 10% (300 mg/kg) e Xilazina a 2% (30 mg/kg).

Figura 2 - Procedimento para a inducdo da lesdo periapical

Fonte: proprio autor (2024) .
Legenda: a) Posicionamento do camundongo para aplicagdo da anestesia com Cloridrato de Ketamina a 10% e
Xilazina a 2%;
b) Camundongo na mesa de retragdo mandibular;
c)Abertura coronaria com broca carbide 1/4;

d) Insercdo de lima tipo K de 6 mm para remogao parcial do tecido pulpar.

6.3. PROCESSAMENTO HISTOTECNICO

ApOs a anestesia e a eutanasia, as mandibulas foram dissecadas e os blocos contendo
dente e osso foram removidos. Os tecidos das hemi-mandibulas direitas foram fixados em
formol tamponado a 10% por 24 horas, a temperatura ambiente, e lavados por 4 horas em agua
corrente. A desmineralizagdo foi realizada com 4cido etilenodiaminotetracético a 5% (EDTA;

pH 7.,4), por aproximadamente 30 dias (Figura 3). Ap6s o processo de desmineralizagdo, foi
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realizado o teste por meio da penetracdo de uma agulha nos tecidos para verificagdo de sua
consisténcia.

Figura 3 - Processo de desmineralizacao

Fonte: proprio autor (2024) .
Legenda: a) Armazenamento das pecas durante o processo de desmineralizagao;

b) Hemi-mandibula apds o processo de desmineralizagao.

Apos a desmineralizagdo, as pecas foram submetidas ao processamento histotécnico de
rotina, sendo desidratadas em concentragdes crescentes de alcool (70%, 90% e 95% por 1 hora
cada; 3 trocas de 100% por 1 hora). A etapa seguinte foi a diafanizagdo em xilol (3 banhos de
lhora cada). Essa etapa confere rigidez ao tecido, permitindo a realizagdo de cortes finos,
ocupando os espacos preenchidos por 4gua e gordura. Em seguida as pecgas foram para o banho
de parafina em estufa (durante 12 horas) e posteriormente incluidas em parafina (Figura 4a).
Os blocos contendo dente e tecido Osseo foram seccionados longitudinalmente em um
micrétomo (Leica RM2125 RTS) (Figura 4b), na direcdo mésio-distal e vestibulo-lingual,
foram obtidas de 10 a 15 laminas com cortes sequenciais de 5 um, com 3 cortes cada lamina.
As laminas obtidas foram coradas pela hematoxilina e eosina (HE) (Figura 5 a e b) para

avaliagdo histopatologica.
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Figura 4 - Seccionamento dos blocos com micrétomo

Fonte: proprio autor (2025) .
Legenda: a) Blocos de parafina contendo as pegas;

b) Bloco posicionado no micrétomo.

Figura 5 - Coloragcdo com hematoxilina e eosina (HE)

Fonte: proprio autor (2025) .
Legenda: a) Imagem representativa do processo de coragem com hematoxilina e eosina (HE);
b) Fotomicrografia do apice radicular do primeiro molar inferior direito com amplificagdo de 20x

(escala: 50um) corado com hematoxilina e eosina (HE).

Os tecidos das hemi-mandibulas esquerdas foram fixados em formol tamponado a 10%

até a realizacdo da microtomografia computadorizada (Figura 6).
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Figura 6 — Hemi-mandibulas inferiores esquerdas de camundongos em formol

Fonte: proprio autor (2025) .

Legenda: a) Hemi-mandibulas de camundongos em pote com formol

6.3.1 Recrutamento de Neutrofilos Polimorfonucleares na Regido Periapical

O numero de neutrofilos foi contado nos animais submetidos & inducdo da lesdo
periapical, utilizando laminas coradas por hematoxilina e eosina e analisadas em microscopia
de luz convencional. Foram selecionados trés campos ao redor do dpice radicular, localizados
a uma distancia pré-determinada: um no centro do canal radicular e dois a 45° a esquerda e a
direita do centro do canal com aumento de 100x (Paula Silva et al., 2009¢). Os neutrofilos
foram identificados de acordo com sua morfologia caracteristica de células fortemente coradas

com nucleos multilobulados em formato de ferradura.

Figura 7 — Lamina corada com HE.

Fonte: proprio autor (2025) .
Legenda: a) Fotografia de 1amina corada com HE.

b) Os circulos ao redor da raiz dentaria indicam as regioes onde foi realizada a contagem de neutréfilos
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6.3.2 Recrutamento de Macrofagos na Regiao Periapical

O namero de macréfagos foi contado nos animais que realizaram a indugdo da lesdo
periapical, utilizando laminas coradas por hematoxilina e eosina e analisadas em microscopia
de luz convencional. As imagens foram calibradas no ImageJ® com base na escala
correspondente ao aumento de 100x. A contagem de macréfagos foi realizada manualmente, na
regido periapical, utilizando a ferramenta “Multi point”. Os macrdéfagos foram identificados de
acordo com sua morfologia, células que contém nucleos grandes, arredondados ou em formato

de rim, geralmente maiores do que os linfocitos e neutrofilos.

6.3.3 Determinacao da Area da Lesio Periapical e Reabsorcio Dentaria

A determinagdo da area da les@o periapical foi realizada utilizando o software ImageJ®
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). As laminas histoldgicas coradas em
hematoxilina e eosina (HE) foram digitalizadas por meio de um microscopio dptico Axiophot
(Zeiss Germany), acoplado a uma camera de alta resolucdo (TOUPCAM), sob aumento de 10x.
As imagens foram calibradas no ImageJ® com base na escala correspondente ao aumento
utilizado. A delimitacdo da area da lesdao periapical e reabsorcdo dentaria foi realizada
manualmente, utilizando a ferramenta "Freehand Selection Tool", abrangendo toda a regido de
desorganizacao tecidual observada. Apos a marcacdo, o software calculou a area da lesdo,

expressa em micrometros quadrados (um?).

6.3.4 Avaliacio microtomografica

A andlise microtomografica do volume da lesao periapical e da reabsor¢ao dentaria foi
realizada por meio de microtomografia computadorizada, utilizando o microtomografo
SkyScan 1174 (Bruker, Massachusetts, EUA) (Figura 8). Cada espécime da hemi-mandibula
esquerda (n=5) foi individualmente posicionado no aparato, perpendicularmente a fonte de
radiagdo. As amostras foram escaneadas com 70 kV e 200 pA, utilizando filtro de aluminio de
0,5 mm, 1° por passo, e resolucdo isotropica de voxel de 19,7 um (Falcai et al., 2015). A
reconstrugdo das sec¢des transversais foi realizada com o software ITK-SNAP 4.0 (Yushkevich
et al., 2006). As imagens foram exportadas em formato DICOM e analisadas no software 3D
Slicer (versao X.X, Boston, MA, EUA) (Fedorov et al., 2012), sendo aplicada uma reducao de

artefatos em anel com valor 10.
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Para a mensuracao do volume da lesdo periapical, as imagens DICOM foram importadas
no 3D Slicer e a segmentacdo foi realizada por meio da ferramenta de limiar (threshold), com
defini¢do de valores de intensidade compativeis com a rarefagao dssea. A delimitagdo da regido
de interesse (ROI), correspondente ao espago do ligamento periodontal (I mm acima do apice
radicular) ou a area de lesdo periapical, foi realizada no plano sagital e ajustada a cada 10 cortes
consecutivos, garantindo a inclusdo total da area de perda 6ssea apical. Apds a segmentacao
tridimensional da ROI, o volume da lesao foi automaticamente calculado pelo modulo Segment
Statistics do software e expresso em mm? (Paula-Silva et al., 2009b; Paula-Silva et al., 2009d;
Zhao et al., 2012; Romualdo et al., 2018; De Gregorio et al., 2018; Goldman et al., 2019;
Almeida Junior et al., 2023a).

Figura 8— Microtomdgrafo SkyScan 1174, (Bruker Massachusetts, Estados Unidos) utilizado

para o escaneamento das espécimes.

Fonte: proprio autor (2025)

6.3.5. Determinac¢do da presenca e atividade dos clastos por meio de Hiztoenzimologia

para atividade da Enzima Fosfatase Acida resistente ao tartarato (TRAP).

A presenca de células clasticas sera determinada pela contagem do nimero de células
por um da extensdo de tecido dsseo em processo de reabsor¢do, bem como nos espacos
medulares do tecido 6sseo mandibular (Paula-Silva et al., 2016; Paula-Silva et al., 2020a;
Paula-Silva et al., 2021b). As secgoes de tecido desparafinizado serdo incubadas em solugao
contendo 8 mg de naftol AS-MX sal fosfato disoédico (Sigma- Aldrich) em 500 pL de N-N-
dimetilformamida seguido pela adi¢do de 0,2 mol/L e 50 mL de uma solugao-tampao de 0,2

mol/L de acetato de sddio (pH 5,0) contendo 70 mg de Fast Red ITR Sigma- Aldrich. A seguir,
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o substrato tartarato de sodio diidratado (50 mmol / L) sera adicionado a solugdo e incubado a
37° C por 12 horas. Posteriormente, as laminas serdo lavadas em agua destilada e contra-coradas
por hematoxilina. Como controle, laminas serdao incubadas com meio sem substrato. A analise
quantitativa do nimero de clastos positivos para a enzima TRAP sera determinada levando em
considera¢do a quantidade total de clastos por um da extensdo do tecido dsseo da superficie
radicular em processo de reabsor¢do, bem como a quantificagdo de osteoclastos no interior das

trabéculas 6sseas mandibulares.

6.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o Software GraphPad Prism 8.0
(Prism, Chicago, IL, EUA). Apds a confirmagao de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk,
os dados foram submetidos ao teste t de Student (o = 0,05) e teste de Welch.
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7. RESULTADOS

O peso médio dos camundongos machos foi maior (22,67 g) quando comparado com o

peso médio das camundongos fémeas (19,19 g) (p < 0,0001) (Gréfico 1).

Grafico 1 — Média de peso dos camundongos machos e fémeas utilizados durante o

experimento de indugdo da lesao periapical.
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Fonte: proprio autor (2025).

Legenda: Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos *p < 0,0001.

A periodontite apical foi caracterizada pelo alargamento do ligamento periodontal,
recrutamento de células inflamatorias e perda dssea periapical em ambos os sexos apos 42 dias
(Figura 9). Na comparacao entre os grupos machos e fémeas, apds 42 dias de contaminagado do
canal radicular, pode-se observar uma perda dssea periapical (um?) significativamente maior
nos camundongos fémeas, quando comparado com os camundongos machos (p = 0,0005)

(Gréfico 2).
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Figura 9 - Regido periapical da raiz distal do primeiro molar inferior higido e apds a indugao

da lesdo periapical inducdo da lesdo periapical.
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Fonte: proprio autor (2025).

Legenda: Fotomicrografias representativas da regido periapical da raiz distal dos primeiros molares inferiores de
camundongos machos e fémeas, dentes higidos e dentes apds a inducdo da lesdo periapical por 42 dias. HE e FL
em amplificacdo de 10X (escala: 100pm).

A linha amarela delimita a 4rea do ligamento periodontal (LP) em dentes higidos e da lesdo periapical (PA) dos

grupos experimentais.

Grafico 2 - Area de periodontite apical (um?), ap6s 42 dias de indugdo da lesdo periapical de

camundongos machos e fémeas.
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Fonte: proprio autor (2025).

Nota: Simbolos diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos *p < 0,05.
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O volume da lesdo periapical foi avaliado por meio de microtomografia

computadorizada, e foi maior nos camundongos fémeas em relagdo aos camundongos machos

(p = 0,0497) (Figura 10; Gréafico 3).

Figura 10 — Fotomicrografia representativa da regido periapical da raiz distal do primeiro
molar inferior de camundongos fémeas e machos apos 42 dias da indugdo da

lesdo periapical.

Fémea Macho

Fonte: proprio autor (2025).

Nota: As setas amarelas indicam a perda 6ssea periapical.

Grafico 3 — Grafico representando o volume da lesdo periapical (um?), apos 42 dias de

contaminag¢ao do canal radicular.

i
2- T
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Fémea Macho

Volume da lesao periapical (um?)

Sexo

Fonte: proprio autor (2025).

Legenda: Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos *p = 0,0497.
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A reabsor¢do dentaria ndo apresentou diferencas estatisticas entre as camundongos
fémeas em comparagdo aos camundongos machos (p=0,46) (Grafico 4 e 5) (Figura 11 e 12).
Por sua vez o volume das reabsorgdes dentarias, apos 42 dias contaminagdo do canal radicular,

foi superior no grupo das camundongos fémeas em comparacdo aos camundongos machos
(p=0,001) (Grafico 8).

Grafico 4 — Grafico representativo da area da reabsor¢do dentaria de camundongos machos e

fémeas apds 42 dias de inducdo da lesdo periapical.

60000 ns
40000+

20000+

Area da reabsorgao dentaria (pm?)

Fémea Macho

Sexo

Fonte: proprio autor (2025).

Legenda:. ns: ndo ha diferencas estatisticamente significativas p=0,46.

Figura 11 - Fotomicrografias representativas da regido periapical da raiz distal dos primeiros
molares inferiores de camundongos machos e fémeas, apds 42 dias da indugao da

lesao periapical monstrando a reabsor¢ao dentaria. HE e FL em amplificagdo de

10x (escala: 100um).

Reabsorcio Dentaria

Féemea

Macho

Fonte: proprio autor(2025).

Legenda: As setas amarelas indicam as areas da reabsor¢do radicular.
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Grafico 5 — Grafico representativo do volume da reabsorc¢do dentaria, apds 42 dias da inducao

da lesdo periapical em camundongos machos ¢ fémeas.

Volume da reabsorgao dentaria (um?)

Fémea Macho

Sexo

Fonte: proprio autor (2025).

Legenda:, Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos *p < 0,0001.

Figura 12 - Fotomicrografia dos primeiros molares inferiores dos camundongos Fémeas e

Macho s ap6s inducao da lesdo periapical.

Fémea Macho

Fonte: proprio autor (2025).

Nota: As setas amarelas indicam a regido da reabsor¢ao dentaria.
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Enquanto o maior recrutamento de neutréfilos foi observado em animais machos (p =

0,04) . (Grafico 6).

Grafico 6 - Numero de neutréfilos na regido periapical de camundongos machos e fémeas

apos 42 dias da lesdo periapical.
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Fonte: proprio autor (2025).

Legenda: Simbolos diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos *p< 0,05.

Figura 13 - Fotomicrografias representativas da presenca de neutrdfilos na regido periapical da
raiz distal dos primeiros molares inferiores direitos de camundongos machos e fémeas, apds a

inducdo da lesdo periapical por 42 dias. HE em amplificagdo de 20x (escala: 50um).

Fémea Macho

Lesdo
Periapical

42 dias

Fonte: proprio autor (2025).
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O numero de macréfagos foi estatisticamente maior no grupo dos camundongos fémeas

quando comparado aos camundongos machos (p<0,0001) (Grafico 7; Figura 13).

Grafico 7 — Grafico representando o nimero de macrdéfagos apos 42 dias da indugao da

lesdo periapical em camundongos machos e fémeas.
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Fonte: proprio autor (2025).

Legenda: Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos *p <0

O numero de osteoclastos ndo apresentou diferenca estatistica entre camundongos
machos e fémeas apds 42 dias de contaminacao do canal radicular (p=0,13) (Grafico 8, Figura
14).

Grafico 8 — Gréafico representativo do numero de osteclastos, apos 42 dias de contaminacao do

canal radicular.
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Fonte: proprio autor (2025).

Legenda: ns: ndo ha diferencas estatisticamente significativas p> 0,05.



Figura 14- Fotomicrografias representativas das células clasticas para a enzima fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP) na raiz distal do primeiro molar inferior

direito dos camundongos machos e fémeas.

Fémea Macho

Lesao
Periapical

Fonte: propio autor (2025).
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8. DISCUSSAO

Neste estudo, observamos que os camundongos machos apresentaram maior peso e
também maior quantidade de neutrofilos na area da lesdo periapical; em contrapartida, nas
camundongas, a perda dssea periapical, o volume da lesdo periapical e da reabsor¢ao dentaria
foram mais evidentes, embora a area da reabsor¢do dentaria ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas nos grupos, o numero de células clasticas e de macrofagos foi maior
nas fémeas.

Em nossos resultados, verificamos que o peso médio dos camundongos machos foi
22,67 g, maior do que o das fémeas com 19,19 g. Isso pode estar relacionado a composicao
muscular, j& que os musculos dos camundongos machos possuem uma propor¢ao maior de
fibras, tanto em niimero quanto em area proporcional (O’Reilly et al., 2021).

Também observamos uma maior quantidade de neutréfilos na area da lesdo periapical
em camundongos machos, isso se deve ao fato de que os machos apresentam uma resposta
inflamatéria mais intensa a infec¢do bacteriana, resultando em um aumento do microambiente
inflamatorio e na redugdo da depuragdo de bactérias patogénicas (Valerio ef al., 2017). Zhang
et al. (2011) observaram que a concentracao sérica de citocinas pro-inflamatorias € maior em
individuos do sexo masculino, o que poderia justificar a maior intensidade inflamatéria
observada nos camundongos machos deste estudo. Eles demonstraram que esse achado pode
estar relacionado a fung@o do eixo CXCL12/CXCR4, sendo que a CXCL12 é um componente-
chave na quimiotaxia em humanos, com cerca de 50 quimiocinas e 20 receptores envolvidos
(Groblewska et al., 2020). O CXCR4 apresenta uma forte afinidade com CXCL12, iniciando a
sinalizagdo de vias que regulam a quimiotaxia, proliferacao, retengdo e sobrevivéncia celular
(Zeng et al., 2021).

Neste estudo, observamos que, nos camundongos fémeas, a perda dssea e o volume da
lesdo periapical foram maiores. Além disso, as fémeas apresentaram menor quantidade de
neutrofilos na area da lesdo, o que implica em uma defesa inicial menos eficaz contra as
bactérias presentes na lesao periapical. Isso permite uma progressao mais agressiva da infec¢@o
e, consequentemente, uma maior destrui¢do 6ssea. Em um estudo realizado em camundongos,
no qual foi induzida a formac¢ao de periodontite apical, observou-se que camundongos machos
tinham significativamente mais células imunes, principalmente neutréfilos em suas maxilas
em comparagdo com as fémeas, identificando resultados similares aos nossos no grupo de

machos (Martin et al., 2024).



57

Em nossos resultados, também encontramos uma maior quantidade de macrofagos em
camundongos fémeas do que nos machos. Alguns estudos demonstram que existem diferengas
sexuais na atividade dos macrofagos, incluindo maior ativagao e atividade fagocitica em fémeas
(Peiseler et al., 2018). O mesmo ocorreu em um estudo no qual foi realizada a indugdo de
peritonite em modelos de camundongos machos e fémeas, e foi observada uma maior
quantidade de macrofagos nas fémeas do que nos machos (Escdcia et al., 2011).

Outro estudo analisou o fenotipo esquelético de camundongos C57BL/6J machos e
fémeas, no qual se descobriu que o nimero de osteoclastos ¢ maior nas fémeas (Mun ef al.,
2021), embora em nosso estudo ndo tenham sido encontradas diferencas estatisticamente
significativas nas células osteoclasticas entre os grupos de machos e fémeas, estudos
demonstram que a osteoclastogénese in vitro ocorre com cinética mais rapida nas células
femininas em relagao as células masculinas (Mun et al., 2021). Em outra pesquisa, verificou-
se que as camundongos fémeas apresentaram, de forma significativa (p < 0,05), maior perda
Ossea periodontal em comparacao aos camundongos machos (Duan et al., 2016). Véarios estudos
em sistemas celulares mostraram que a base genética do dimorfismo sexual estd relacionada
tanto a expressao diferencial de genes nos cromossomos sexuais quanto a regulagdo epigenética
divergente da transcricdo de genes autossomicos (MANK, 2017). Diferencas na expressao
génica podem afetar a fung¢do das células dsseas (osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos), que
regulam o crescimento esquelético, a manutencao da massa e a qualidade 6ssea (Melmed et al.,
2008).

Embora seja verdade que o estrogénio inibe o inicio da remodelagdo dssea e a formagao
de novas unidades multicelulares basicas (BMUs), limita a diferenciacdo dos osteoclastos e
promove sua apoptose, além de apoiar a adesdo e diferenciagdo das células osteoblasticas,
prevenindo sua apoptose e, assim, mantendo a formacao 6ssea em nivel celular. Além disso, é
um regulador crucial do metabolismo 6sseo, impactando significativamente o crescimento
esquelético e a homeostase em ambos os sexos (Bord et al., 2001).

Existem, no entanto, estudos que comprovam a influéncia dos estrogénios sobre a
atividade das metaloproteinases da matriz (MMPs). Essas enzimas, envolvidas na degradacao
da matriz extracelular, t€m sua expressao modulada pelos niveis de estrogénio, e sua
desregulagdo pode favorecer a perda dssea (Romualdo et al., 2018). Assim, embora os
estrogénios apresentem efeitos protetores contra a inflamagao exacerbada, suas oscilagdes ou a
diminuicao fisioldgica podem contribuir para a progressao da reabsor¢do dssea em fémeas.

Além disso, alguns estudos demostraram que a diminui¢des nos niveis de estrogénio

resultam em reabsor¢ao radicular em ratos (Dahhas ef al., 2016) outros estudos realizados em
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camundongos fémeas ovarectomizadas tiveram como resultado aumento das reabsorgdes
dentarias (Amaro et al., 2020), quando administradas hormonios sexuais femininos, estudos
encontraram que diminuiam as reabsor¢des dentéarias (Kaklamanos et al., 2021), isso poderia
estar associado com o desequilibrio que envolve os mecanismos do sistema RANKL/OPG, dos
agentes inflamatdrios e osteoclasticos (Amaro et al., 2020). Essas informagdes sdo semelhantes
aos resultados obtidos no nosso estudo, no qual encontramos que as fémeas apresentaram maior
volume da reabsorcao dentaria em relacao aos machos.

Este estudo forneceu informagdes valiosas sobre a resposta biologica frente as infecgdes
endodonticas; no entanto, uma de suas limita¢cdes foi ndao ter considerado as variaveis
hormonais. Aspectos relacionados ao ciclo reprodutivo em camundongos podem influenciar
significativamente os parametros inflamatdrios, o que pode afetar a interpretacao das diferencas
observadas entre os sexos. A auséncia de uma analise hormonal nesse contexto pode ter limitado
a compreensdo completa das respostas bioldgicas. Além disso, ¢ necessario realizar mais
estudos para quantificar células inflamatdrias e osteoclastos envolvidos no catabolismo 6sseo.

Esses resultados destacam a importancia de repensar o delineamento experimental em
futuras pesquisas, especialmente no que diz respeito a inclusdo de ambos os sexos. A
predominancia do uso de camundongos machos em estudos anteriores pode ter restringido o
entendimento dos mecanismos inflamatérios e da reabsor¢cao dssea no contexto de infeccoes
periapicais (Souza et al., 2022). Incluir camundongos fémeas em estudos futuros permitira uma
visdo mais abrangente e clinicamente relevante da dindmica imunobioldgica nesse tipo de

patologia.
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9. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que as fémeas desenvolveram lesdes
periapicais mais extensas, com maior perda éssea e maior volume, e também maior
recrutamento de macréfagos, conforme evidenciado pela analise histologica e por
microtomografia computadorizada. Além disso, nao foram observadas diferencas
significativas no namero de células clasticas. Por outro lado, os machos apresentaram maior
recrutamento de neutrofilos, indicando uma resposta inflamatoria distinta entre os sexos. Esses
achados sugerem que o sexo dos animais influencia tanto o padrdo inflamatério quanto a
extensdo da destruigdo Ossea e dentaria na periodontite apical, o que deve ser considerado em

estudos futuros sobre a fisiopatologia da doen¢a e em estratégias terapéuticas.
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