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DA SILVA, A.C.R. Efeito da fumaça do cigarro na periodontite apical induzida em 

ratos: Análise do perfil inflamatório e imuno-histoquímica macrofágica. 2022. 42f. 

Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, 

Araçatuba, 2022. 

RESUMO 

Objetivo: Avaliar a severidade da periodontite apical (PA) em ratos expostos à fumaça 

do cigarro, por meio da análise histológica do perfil inflamatório e imunomarcação 

macrofágica. Material e Métodos: Foram utilizados trinta e dois ratos machos Wistar 

distribuídos em quatro grupos (n=8):  PA (ratos com PA induzida); F (ratos expostos à 

fumaça do cigarro); FPA (ratos com PA induzida expostos à fumaça do cigarro); C 

(ratos sem PA e sem exposição ao cigarro). Para inalação da fumaça do cigarro, os 

animais permaneceram em câmara de tabagismo por oito minutos, três vezes ao dia por 

vinte dias antes da indução da PA. Em seguida, os animais tiveram as polpas coronárias 

expostas ao meio oral por 30 dias para a indução da PA e continuaram inalando fumaça 

até completarem 50 dias. No momento da eutanásia, as hemi-maxilas do lado direito 

foram removidas para avaliar o perfil inflamatório por coloração em hematoxilina e 

eosina e imuno-histoquímica para marcação macrofágica F4/80 (macrófago), CD206 

(M2) e iNOS (M1). Dados não paramétricos foram analisados por Kruskal-Wallis, 

seguido de post-hoc Dunn e Mann- Whitney (P<.05). Resultados: O infiltrado 

inflamatório foi moderado no grupo PA e intenso no grupo FPA (P<.05). A análise 

histomorfométrica de macrófagos M2 revelaram diferenças estatísticas entre os grupos 

C e PA, e F e FPA (P>.05). Na imunomarcação de macrófagos M1, os grupos C e F 

apresentaram diferenças significantes quando comparado aos grupos PA e FPA 

(P<0,05). Enquanto os grupos PA e FPA apresentaram grande quantidade de células 

imunorreativas, sendo maior para o grupo FPA (P<0,05). No anticorpo F4/80 não houve 

diferença entre os grupos (P>.05). Conclusão: A inalação da fumaça do cigarro em 

ratos contribuiu para uma reação inflamatória periapical mais intensa, com presença 

predominante de macrófagos pró-inflamatórios M1, agravando a severidade da 

periodontite apical.  

Palavras-chave: Fumantes.  Inflamação. Macrófagos. Periodontite periapical. 



 

 

DA SILVA, A.C.R. Effect of cigarette smoke inhalation on induced apical 

periodontitis in rats: inflammatory profile and macrophage 

immunohistochemistry analysis. 2022. 42f. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de 

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2022. 

ABSTRACT 

Objective: To evaluate the severity of apical periodontitis (AP) in rats exposed to 

cigarette smoke, through histological analysis of the inflammatory profile and 

macrophage immunostaining. Material and Methods: thirty-two male Wistar rats were 

used, distributed into four groups (n=8): PA (rats with induced AP); F (rats exposed to 

cigarette smoke); FPA (AP-induced rats exposed to cigarette smoke); C (rats without 

AP and without exposure to cigarettes). For cigarette smoke inhalation, animals 

remained in a smoking chamber for eight minutes, three times daily for twenty days 

before AP induction. Then, animals had the coronary pulp exposed to oral environment 

for 30 days to induce AP while continued inhaling smoke until completing 50 days of 

experimental period. During euthanasia process, the right hemimaxillas were removed 

to assess inflammatory profile by hematoxylin and eosin staining and 

immunohistochemistry for macrophage immulabeling: F4/80 (macrophage), CD206 

(M2) and iNOS (M1). Nonparametric data were analyzed by Kruskal-Wallis, followed 

by post-hoc Dunn and Mann-Whitney (P<.05). Results: The inflammatory infiltrate 

was moderate in the PA group and intense in the FPA group (P<.05). 

Histomorphometric analysis of M2 macrophages revealed statistical differences 

between groups C and PA, and F and FPA (P>.05). In the immunostaining of M1 

macrophages, groups C and F showed significant differences when compared to groups 

PA and FPA (P<0.05). While the PA and FPA groups presented a large amount of 

immunoreactive cells, being higher for the FPA group (P<0.05). In the F4/80 antibody 

there was no difference between the groups (P>.05)Conclusion: Inhalation of cigarette 

smoke in rats contributed to a more intense periapical inflammatory reaction, with a 

predominant presence of pro-inflammatory M1 macrophages, aggravating the severity 

of apical periodontitis. 

Keywords: Smoking. Inflammation. Macrophages. Periapical periodontitis.  
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RESUMO  

Objetivo: Avaliar a severidade da periodontite apical (PA) em ratos expostos à fumaça 

do cigarro, por meio da análise histológica do perfil inflamatório e imunomarcação 

macrofágica.  

Metodologia: Trinta e dois ratos machos Wistar foram distribuídos em quatro grupos 

(n=8):  PA (ratos com PA induzida); F (ratos expostos à fumaça do cigarro); FPA (ratos 

com PA induzida expostos à fumaça do cigarro); C (ratos sem PA e sem exposição ao 

cigarro). Para inalação da fumaça do cigarro, os animais permaneceram em câmara de 

tabagismo por oito minutos, três vezes ao dia por vinte dias antes da indução da PA. Em 

seguida, os animais tiveram as polpas coronárias expostas ao meio oral por 30 dias para 

a indução da PA e continuaram inalando fumaça até completarem 50 dias. No momento 

da eutanásia, as hemi-maxilas do lado direito foram removidas para avaliar o perfil 

inflamatório por coloração em hematoxilina e eosina e imuno-histoquímica para 

marcação macrofágica F4/80 (macrófagos), CD206 (M2) e iNOS (M1). Dados não 

paramétricos foram analisados por Kruskal-Wallis, seguido de post-hoc Dunn e Mann- 

Whitney (P<.05). 

Resultados: O infiltrado inflamatório foi moderado no grupo PA e intenso no grupo 

FPA (P<.05). A análise histomorfométrica de macrófagos em geral não apresentaram 

diferenças entre os grupos (P>.05).  Macrófagos M2 revelaram diferenças estatísticas 

entre os grupos C e PA, e F e FPA (P>.05). Na imunomarcação de macrófagos M1, os 

grupos C e F apresentaram diferenças significantes quando comparado aos grupos PA e 

FPA (P<0,05). Enquanto os grupos PA e FPA revelaram grande quantidade de células 

imunorreativas, sendo maior para o grupo FPA (P<0,05).  

Conclusão: A inalação da fumaça do cigarro em ratos contribuiu para uma reação 

inflamatória periapical mais intensa, com presença predominante de macrófagos pró-

inflamatórios M1, agravando a severidade da periodontite apical. 

 

Palavras-chave: fumantes, inflamação, macrófagos, periodontite periapical. 
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INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento da periodontite apical (PA) ocorre após infecção dos canais 

radiculares devido à exposição da polpa através da cárie ou trauma dental (Cintra et al. 

2018, Chen et al. 2019). Inicialmente esse processo desencadeia uma resposta 

inflamatória imune (Thuller et al. 2021) que resulta na liberação de mediadores 

químicos causando a degeneração do tecido e reabsorção óssea (Cintra et al. 2018, Chen 

et al. 2019).  

Quando se inicia um processo infeccioso, células da resposta imunológica inata 

com função fagocítica, como os macrófagos, atuam na defesa do organismo 

(Kawashima et al. 1996), constituindo cerca de 46% das células inflamatórias 

encontradas em granulomas periapicais (Stern et al. 1981). Os macrófagos são células 

heterogêneas, que possuem grande plasticidade (Tarique et al. 2015).  De acordo com os 

estímulos do microambiente em que se encontram, podem polarizar e modificar seu 

fenótipo, o que influenciará no perfil inflamatório e na evolução da doença. A partir 

desse dinamismo, os macrófagos foram classificados em macrófagos M1 (ativação 

clássica) e macrófagos M2 (ativação alternativa) (Bazzan et al. 2017, Chen et al. 2019, 

Feng et al. 2020).  

Macrófagos M1 possuem fenótipo pró-inflamatório, e atuam na defesa do 

hospedeiro na presença de bactérias, protozoários e vírus (Murray & Wynn 2011), 

produz espécies reativas de oxigênio e citocinas inflamatórias IL-1, IL-6 e TNF-α 

(Weber et al. 2018, França et al. 2019), que estão relacionadas com a atividade e 

progressão da lesão, por exemplo, ativando vias de reabsorção óssea (Metzger 2000, 

Araujo-Pires et al. 2014). Em contrapartida, os macrófagos M2 tem fenótipo anti-

inflamatório e podem contribuir para o processo de reparo tecidual (Murray & Wynn 

2011), liberando fatores de crescimento, como TGF-β e citocinas anti-inflamatórias IL-

10 e IL-13 (Weber et al. 2018).  

Além dos fatores inflamatórios locais, o desenvolvimento da periodontite apical 

pode ser agravado por fatores externos como o tabagismo, que pode ter efeito negativo 

na resposta inflamatória ou na capacidade de cicatrização dos tecidos periapicais, 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/iej.12849#iej12849-bib-0024
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contribuindo para um aumento da reabsorção óssea (Segura-Egea et al. 2011, Lopez-

Lopez et al. 2012).  

Na cavidade bucal de pacientes tabagistas o número de neutrófilos atingindo o 

sulco gengival pode estar reduzido (Pauletto et al. 2000), sugerindo que os efeitos da 

fumaça do cigarro, também influencia nas transmigração das células pela 

microvascularização ao periodonto (Palmer et al. 2005). Essas células também estão 

associadas com a destruição periodontal, já que são consideradas fontes importantes de 

elastase e metaloproteinases da matriz (MMPs), que degradam colágeno (Soder et al. 

2002, Persson et al. 2003).  Alguns estudos constataram que a presença de macrófagos 

M1 e M2 aumentam com o tabagismo e a gravidade da doença pulmonar obstrutiva 

crônica (DPOC) (Bazzan et al. 2017, Bhatt et al. 2018).  

A associação entre tabagismo e o agravamento da lesão periapical ainda é 

controversa. Alguns estudos associam o aumento da prevalência de lesões periapicais 

em pacientes tabagistas (Kirkevang & Wenzel 2003, Kirkevang et al. 2007, Segura-

Egea et al. 2011, Lopez-Lopez et al. 2012), além da redução da taxa de sucesso no 

tratamento endodôntico (Doyle et al. 2007). Por outro lado, outros não correlacionam 

esses dois fatores (Bergstrom et al. 2004, Frisk & Hakeberg 2006, Rodriguez et al. 

2013, Balto et al. 2019). 

  Portanto, a relação entre tabagismo e progressão da periodontite apical ainda não 

é totalmente esclarecida na literatura. Baseado na falta de resultados biológicos 

correlacionando esses fatores, o objetivo do presente estudo foi avaliar a severidade da 

periodontite apical em ratos expostos à fumaça do cigarro, por meio da análise 

histopatológica do perfil inflamatório e imunomarcação macrofágica M1 e M2. A 

hipótese nula testada é de que a fumaça do cigarro não promove alterações na marcação 

de macrófagos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Este estudo foi aprovado e conduzido de acordo com o Comitê de Ética Animal 

local (Faculdade de Odontologia, sob o protocolo nº 00247-2020), e em conformidade 

com as diretrizes de Estudos em Animais em Endodontologia (PRIASE) 2021 (Figura 

1) (Nagendrababu et al. 2021). 
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Cálculo do tamanho da amostra  

A estimativa do tamanho da amostra foi baseada em dados de um estudo anterior 

(Dal-Fabbro et. al 2019). Considerando o erro alfa de 0,05 e poder de 95% para 

reconhecer uma diferença significativa, considerou-se necessário sete animais por 

grupo. Levando em consideração as possíveis mortes de animais, foi adicionado mais 

um animal em cada grupo, resultando em oito animais por grupo, totalizando 32 

animais.  

Animais  

Foram utilizados trinta e dois ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar), 

com 3 meses de idade, pesando 200-250 g cada, alojados em ambiente com temperatura 

controlada (22°C ± 1°C), ciclo de luz de 12 horas claro e 12 horas escuro, acesso a 

comida e a água “ad libitum” durante o tempo experimental. Os animais foram 

distribuídos aleatoriamente em quatro grupos (n=8): PA (ratos com PA induzida); F 

(ratos expostos à fumaça do cigarro); FPA (ratos com PA induzida expostos à fumaça 

do cigarro); C (ratos sem PA e sem exposição ao cigarro). Os animais dos grupos 

fumantes foram alojados separadamente dos não fumantes.  

Inalação da fumaça do cigarro 

Os animais do grupo F e FPA inalaram a fumaça dos cigarros, por meio de uma 

câmara de exposição de corpo inteiro, simulando um fumante passivo (Nociti- Júnior et 

al. 2002, César-Neto et al. 2003, Ercan et al. 2019).  

A câmara de tabagismo foi confeccionada em madeira medindo 40 x 33 x 17 

cm3 com tampa de vidro para observação dos animais, dividida em dois compartimentos 

por uma tela perfurada. O compartimento maior foi usado para alojar os animais, cinco 

por vez, e o menor para os cigarros, que foram acoplados em uma base de madeira. Em 

uma das paredes externas da câmara foi instalado um ventilador, e na parede oposta 

foram realizadas algumas perfurações para ventilação, gerando um fluxo de ar contínuo 

dentro da câmara de tabagismo. 

Os animais foram submetidos a um período de adaptação gradual. Inicialmente 

inalaram a fumaça de 10 cigarros uma vez ao dia, sendo no primeiro dia pelo tempo de 
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5 minutos, no segundo dia por 6 minutos e no terceiro dia por 7 minutos (Carvalho et al. 

2006, Ferreira et al. 2018). Após a adaptação, os animais passaram a inalar a fumaça de 

10 cigarros, por 8 minutos, três vezes ao dia, 7 dias da semana (Cesár-Neto et al. 2003). 

O cigarro utilizado foi o Marlboro (Phillips Morris, Santa Cruz do Sul, RS, Brasil) 

(Rosa et al. 2017, Santiago et al. 2017) que contêm 10 mg de alcatrão, 10 mg de 

monóxido de carbono e 0.8 mg de nicotina. Os animais do grupo fumante (F e FPA) 

inalaram a fumaça dos cigarros 20 dias antes dias da indução da periodontite apical 

(FPA) e nos outros 30 dias subsequentes, totalizando 50 dias de experimento. 

 Indução da periodontite apical e coleta das amostras  

 A indução das lesões periapicais foi realizada sob anestesia geral com Cetamina 

75mg/kg-1 IM (Cetamin 10%; Syntec Brasil, São Paulo, Brazil) e Xylazina 25 mg/kg-1 

IM (Xilazin 2%; Syntec Brasil). A polpa dentária do primeiro molar superior direito foi 

exposta ao meio bucal com auxílio de uma broca de aço carbono – Ln Long Neck 

(Dentsply / Maillefer, Ballaigues, Suíça) pelo tempo de 30 dias para a evolução da lesão 

(Cintra et al. 2016). Após este período, a eutanásia foi realizada e as hemimaxilas do 

lado direito foram removidas e armazenadas em solução de formaldeído 4%, em pH 

neutro. 

Análise histológica e processamento das amostras 

Após 24 horas em formalina, os espécimes foram lavados em água corrente por 

12 horas e descalcificados em EDTA tamponado a 10% por 20 dias, lavados novamente 

em água corrente, processadas em álcool e xilol, e incluídas em parafina. Os espécimes 

obtidos foram cortados em semissérie de 5 µm de espessura e corados com hematoxilina 

e eosina (HE). A raiz distal do primeiro molar superior direito foi padronizada para 

todas as análises. Para a análise histopatológica foram considerados os parâmetros de 

reabsorção óssea, biofilme microbiano e infiltrado inflamatório. Na análise semi-

quantitativa do infiltrado inflamatório na região periapical atribuíram-se escores, de 

acordo com a intensidade da inflamação a partir de fotomicrografias do periodonto 

apical em cortes corados com HE, em aumento de 400x, como se segue: sem inflamação 

(escore 1: 0 ou poucas células inflamatórias), inflamação leve (score 2: < 25 células 

inflamatórias), inflamação moderada (escore 3: 25 – 125 células inflamatórias) e 
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inflamação intensa (escore 4: > 125 células inflamatórias) (Cintra et al. 2016; Cantiga-

Silva et al. 2021). 

Análise Imuno-histoquímica 

Para avaliação do fenótipo dos macrófagos, três cortes histológicos de cada 

animal (5 μm de espessura) foram preparados para detectar macrófagos F4/80, 

macrófagos M1, iNOS (SC # 649), e macrófagos M2, CD206 (SC # 34577). Depois 

disso, aqueles incubados com anticorpo primário anti-rabbit tratados com polímero HRP 

(Easy Link One, EasyPath, Immunobioscience Corp, EUA) e aqueles incubados com 

anti-goat foram tratados com Immpress / HRP (Vector Labs, Southfield, EUA) por 10 a 

25 minutos e corados com cloridrato de 3,30-diaminobenzidina tetra (SigmaAldrich, St 

Louis, MO, EUA) e contra-corados com Hematoxilina Harris. Para a morfometria, 

foram capturadas 5 campos ao redor do ápice da raiz distal do lado direito (DM 4000B; 

Leica, Wetzlar, Germany) no aumento de 400x para avaliar a intensidade das células 

imunorreativas dos macrófagos F4/80 (Biguetti et al. 2018), CD206 para macrofágos 

M1 e INOS para macrofágos M2 (Chen et al. 2019; Feng et al. 2019, Munerato et al. 

2019), utilizando o software ImageJ (Institutos Nacionais de Saúde, Bethesda, EUA) 

(Munerato et al. 2019, Simionato et al. 2021). A imunorreatividade positiva foi definida 

como uma cor acastanhada no citoplasma das células.  

Análise estatística  

 Os dados da imuno-histoquímica foram tratados estatisticamente usando 

GraphPadInStat e Prism5 (GraphPad, San Diego, EUA). A distribuição de normalidade 

foi testada por Shapiro-Wilk. Na sequência, foi aplicado o teste não paramétrico 

Kruskal Wallis seguindo post-hoc Dunn, sendo considerado nível de significância de 

5% (p<0.05). E os dados da análise histopatológica foi aplicado o teste não paramétrico 

de Mann-Whitney, sendo considerado nível de significância de 5% (p<0.05). 

RESULTADOS 

Observações clínicas 

 Após a inalação da fumaça os animais ficavam letárgicos e demoravam alguns 

segundos para a respiração voltar ao normal. Devido a nicotina, os pelos dos animais 
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expostos à fumaça do cigarro ficaram mais amarelados, em comparação aos animais não 

expostos. Não foi observado perda de peso dos animais expostos a fumaça do cigarro.  

Análise histopatológica 

  Na região apical da raiz distal do primeiro molar superior direito, os grupos C e 

F apresentam ligamento periodontal íntegro, ricamente vascularizado, constituído por 

feixes de fibras colágenas organizadas, permeadas por células fibroblásticas. Adjacente 

ao ligamento periodontal apical, observam-se cemento celular e osso alveolar em 

remodelação. Além disso, notam-se fibras de Sharpey inseridas no cemento e no osso 

alveolar. Em contrapartida, o grupo PA apresenta degeneração pulpar culminando em 

lesão periapical. Em continuidade com o canal radicular, observa-se área ocupada por 

intenso infiltrado inflamatório polimorfonuclear neutrofílico. Adjacente, o infiltrado 

neutrofílico torna-se disperso em meio a leucócitos mononucleares e células pseudo-

xantomatosas. Nas áreas mais distantes da lesão, nota-se deposição de fibras colágenas 

ora desorganizadas, ora paralelas entre si configurando aspecto capsular. O cemento 

apresenta áreas de reabsorção, bem como o tecido ósseo alveolar. Há presença de 

biofilme bacteriano no interior do canal radicular apical e na superfície externa desta 

região. O grupo FPA também apresenta degeneração pulpar em continuidade a intenso 

infiltrado inflamatório neutrofílico focal. Em continuidade, notam-se delicados feixes de 

fibras colágenas permeado por discreto infiltrado inflamatório mononuclear e 

numerosos vasos sanguíneos. O cemento e o osso alveolar encontram-se em franco 

processo de reabsorção.  

Análise semi-quantitativa do infiltrado inflamatório  

Na região do periodonto apical dos grupos C e F foram observados eventuais 

leucócitos, sendo atribuído a eles o escore 1. No entanto, nos grupos PA e FPA notou-se 

intensa presença de neutrófilos e leucócitos mononucleares, sendo significativamente 

maior no grupo FPA (escore 4) do que no grupo AP (escore 3) (P <0,05) (Figura 2/ 

Tabela 1).   

Análise histomorfométrica da imuno-histoquímica  

A análise de macrofágos em geral (F4/80) não apresentou diferenças entre os 

grupos analisados (P<0,05). Por outro lado, os macrófagos M2 (CD206) revelaram 
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diferenças estatísticas entre os grupos C e PA, e F e FPA.  Na marcação dos macrófagos 

M1 (iNOS), não houve células imunorreativas nos grupos C e F apresentando apenas 

diferenças significantes quando comparado aos grupos PA e FPA. Em contrapartida, os 

grupos PA e FPA apresentaram grande quantidade de células imunorreativas, sendo 

maior para o grupo FPA (P<0,05) (Figura 3/ Tabela 2/ Gráfico 1).  

DISCUSSÃO 

As investigações a respeito dos efeitos do uso do tabaco frente infecção 

endodôntica tem sido alvo de estudos há alguns anos (Aleksejuniene et al. 2000, Krall 

et al. 2006, López-López et al. 2012, Segura‐ Egea et al. 2011; Pinto et al. 2020). No 

entanto, o presente estudo é o primeiro a avaliar o perfil inflamatório e a polarização 

macrófagica em lesões periapicais em ratos expostos à fumaça do cigarro. Nossos 

resultados revelaram que a inalação da fumaça do cigarro agravou o perfil inflamatório 

e intensificou a marcação macrofágica pró-inflamatória das periodontites apicais 

induzidas, rejeitando a hipótese nula. 

A avaliação do desenvolvimento de infecções bucais, alterações ósseas e 

inflamação em animais é amplamente utilizado na literatura (Azuma et al. 2018, Nocití-

Junior et al. 2002, Biguetti et al. 2020, de Almeida et al. 2020, Bueno et al. 2021). 

Neste trabalho, foi escolhido o modelo em ratos para a avaliação dos efeitos da fumaça 

do cigarro (Cesar-Neto et al. 2003, Carvalho et al. 2006, Ercan et al. 2019), assim como 

para a indução da periodontite apical (Cintra et al. 2016, Dal-Fabbro et al. 2019, 

Cantiga-Silva et al. 2021, Dal-Fabbro et al. 2021).  

Para representar um fumante, foi utilizado o protocolo consolidado em 

publicações anteriores (Nociti Júnior et al. 2002, César-Neto et al. 2003), que a inalação 

da fumaça de 10 cigarros, três vezes ao dia, por 50 dias produz níveis séricos de cotinina 

semelhantes à fumantes humanos ativos (Gonzalez et al. 1996).  

Conforme observado no presente estudo, o grupo FPA apresentou maior número 

de células inflamatórias na região periapical decorrente da inflamação causada pela PA, 

associado à inalação da fumaça do cigarro. Trabalhos prévios demonstraram que a 

resposta imune do hospedeiro frente a agentes microbianos pode ser prejudicada em 
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pacientes tabagistas (Gustafsson et al. 2000; Sørensen et al. 2004), o que corrobora os 

resultados apresentados. 

No grupo FPA observamos a presença de delicados feixes de fibras colágenas e 

um franco processo de reabsorção do osso alveolar e do cemento, ao contrário do grupo 

PA, na qual as fibras colágenas alternavam em desorganizadas e paralelas (aspecto 

capsular). Devido à escassez de trabalhos na endodontia, encontramos resultados 

semelhantes em um estudo que avaliou a exposição de furca em ratos nicotínicos com 

doença periodontal induzida, no qual observaram diminuição de fibras colágenas e 

reabsorção óssea mais intensa (Bosco et al. 2007).  

Os resultados desta pesquisa atribuem a destruição intensa dos tecidos 

periapicais à ação do tabagismo nas células inflamatórias. Um estudo avaliando a 

influência sistêmica do tabagismo através de análises sanguíneas observaram que a 

responsividade quimiotática dos neutrófilos assim como sua contagem, foram maiores 

em fumantes em comparação aos que nunca fumaram (Sørensen et al. 2004).  Essas 

células são consideradas fontes importantes de elastase e MMPs, que degradam 

colágeno (Soder et al. 2002, Persson et al. 2003). Ainda, o cigarro parece atuar em 

fibroblastos, alterando seu recrutamento (Palmer et al. 2000) e interferindo no reparo 

(Raulin et al. 1988).  

Além disso, outras células inflamatórias, como macrófagos, parecem estar 

relacionadas com as alterações periapicais. Os macrófagos constituem cerca 46% das 

células inflamatórias encontradas granulomas periapicais humanos (Stern et al. 1981) e 

parece reagir com exposição ao tabaco (Bazzan et al. 2017, Bhatt et al. 2018). Devido a 

isso, nosso trabalho avaliou a polarização macrofágica através da técnica de imuno-

histoquímica, utilizando os seguintes marcadores de macrófagos F4/80 (Biguetti et al. 

2018), CD206 para macrofágos M1 e INOS para macrofágos M2 (Chen et al. 2019; 

Feng et al. 2019, Munerato et al. 2019). 

Estudos in vivo que correlacionam a associação entre periodontite apical e 

tabagismo ainda é escasso na literatura. Para compreender os mecanismos, avaliamos 

esses dois fatores separadamente. Nossos resultados apontaram que a quantidade de 

macrófagos em geral (F4/80) não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos 

(p<0.05). Por outro lado, ao analisar a polarização macrofágica M1 e M2, observamos 
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que os macrófagos com fenótipo M2 (CD206) estavam presentes em maiores 

quantidades nos grupos com presença da lesão periapical (PA e FPA) em comparação 

aos grupos sem a lesão (C e F). De fato, a literatura mostra que há uma tendência de 

polarização macrofágica M2 em lesões periapicais, tanto em granulomas periapicais 

(Weber et al. 2018), quanto em cistos radiculares de humanos (Bertasso et al. 2020), 

pois essas células são capazes de modular respostas anti-inflamatórias, com objetivo de 

reparar tecidos danificados (Bazzan et al. 2017).  

Além da imunomarcação de macrófagos com fenótipo M2 nos grupos PA e 

FPA, identificamos também a presença de macrófagos com fenótipo M1, sugerindo que 

em lesões crônicas existe uma tentativa de reparo, porém a presença persistente do fator 

etiológico no local, induz a polarização de macrofágos M1. Dados semelhantes foram 

encontrados em um estudo avaliando cistos periapicais, no qual foi possível observar 

presença de macrofágos M2 e citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 (que 

modulam a polarização de macrofágos M1) no mesmo local (Ribeiro et al. 2018). Outro 

trabalho avaliando cistos radiculares em dentes decíduos e permanentes em humanos, 

mostrou novamente marcação macrofágica M1 e M2 nas amostras analisadas, porém 

com predominância de macrofágos M2 (Bertasso et al. 2020).  

A presença desses dois subtipos é essencial para a resposta imune e controle da 

infecção, uma vez que a deficiência de óxido nítrico sintase induzível (iNOS), liberado 

principalmente por macrófagos M1, resulta em um aumento de abscesso periapical após 

infecção endodôntica e reabsorção óssea (Fukada et al. 2018). Além disso, apenas a 

presença de macrófagos M2 não é o suficiente para a regressão da lesão periapical, pois 

a chegada constante de bactérias no local promove a liberação de mais citocinas 

inflamatórias (Fabriek et al. 2009, Ribeiro et al. 2018), impedindo o processo de reparo. 

Em contrapartida, é importante notar que houve uma descompensação entre 

macrofágos com fenótipos M1 e M2 no grupo com periodontite apical associado ao 

fumo (FPA), no qual a presença de macrófagos M1 (iNOS) foi maior que nos demais 

grupos, o que pode ter alterado a defesa do hospedeiro e influenciado no agravamento 

da resposta inflamatória local. Esse padrão foi visto em um estudo in vitro, através de 

análises de qPCR, no qual observou que a presença do extrato da fumaça do cigarro 

(CSE) induziu a polarização de macrófagos M1 de maneira dependente da concentração 

(Feng et al. 2019). Outro estudo apontou o tabagismo como um importante 
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desencadeador da polarização de macrófagos M1 em pulmões humanos, uma vez que ao 

remover o tabagismo, o percentual de macrófagos alveolares que expressaram M1 

reduziu significativamente (Bazzan et al. 2017). 

Em resumo, este estudo confirmou que a presença da fumaça do cigarro 

exacerbou a periodontite apical em ratos. Porém, mais estudos são necessários para um 

melhor entendimento da polarização macrofágica nessa associação.  

CONCLUSÃO 

A inalação da fumaça do cigarro em ratos induziu uma reação inflamatória 

periapical mais intensa, com presença predominante de macrófagos pró-inflamatórios 

M1, agravando o desenvolvimento da periodontite apical. 
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LEGENDA DE FIGURAS  

Figura 1 Fluxograma do PRIASE 2021. 

Figura 2 Aspectos histológicos da região periapical (HE). Grupo C (a, a1); Grupo F (b, 

b1); Grupo PA (c, c1) e grupo FPA (d, d1). (a – d: aumento de 100x; a1 - d1: 400x). 

Figura 3 Imagens representativas da imuno-histoquímica dos marcadores 

macrofágicos: CD206 (M2), INOS (M1) e F4/80 (Macrófagos). Grupo C (controle); 

Grupo F (expostos a fumaça do cigarro); Grupo PA (periodontite apical) e grupo FPA 

(periodontite apical e exposição a fumaça do cigarro) (aumento de 100x). 
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Tabela 1 Valores dos escores do infiltrado inflamatório 

* Letras sobrescritas diferentes representam diferença estatística entre os grupos (PA vs. FPA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Critério 

Histológico 

Grupos Experimentais 

Análise estatística  

C F PA FPA 

Infiltrado 

Inflamatório 

1 (1-1) 1 (1-1) 3 (3-4)a 4 (3-4)b 

Mann-Whitney 

p = 0.038 
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Tabela 2 Os resultados são apresentados como média (± SD) e desvio padrão para cada 

parâmetro imuno-histoquímico 

 

Critérios 

Histológicos 

Grupos Experimentais 

Análise estatística 

C F PA FPA 

F4/80 12.00±3.55a       11.00±3.00a 28.33±12.14a 26.13±9.17a  

CD206 17,25±8,66a 15±7,07a 58±13,62b 39±15,6a 

Kruskal Wallis 

(p<0.05) 

iNOS         0a             0a 4,67±4,13b 13,13±4,64c  

      

* Letras sobrescritas diferentes representam diferença estatística entre os grupos. 
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Gráfico 1 Análise imuno-histoquímica dos marcadores macrófagos CD206 (M2), INOS (M1) e 

F4 / 80 (Macrófagos). 
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Figura 1 

 

 

 

Objetivo/Hipotese

Avaliar a severidade da periodontite apical (PA) em ratos expostos à
fumaça do cigarro, por meio da análise do perfil inflamatório e marcação
macrofágica.

APROVAÇÃO ÉTICA E CONFORMIDADE COM OS PADRÕES DE BEM-
ESTAR ANIMAL

Comitê de Ética Animal local (Faculdade de Odontologia, sob o
protocolo nº 00247-2020), e em conformidade com as diretrizes de
Estudos em Animais em Endodontologia (PRIASE) 2021 .

IDADE, GÊNERO, TIPO DE ANIMAL

3 meses de idade, machos, Rattus norvegicus albinus, Wistar

AMOSTRAS

Indução de lesão periapical em primeiro molar superior lado direito

GRUPOS DE INTERVENÇÃO / CONTROLE

N = 32: Grupo PA- Lesão periapical induzida (n=8), Grupo F-Inalação
da fumaça do cigarro (n=8), Grupo FPA- Indução da lesão periapical e
inalação da fumaça do cigarro (n=8), Grupo C- Controle (n=8)

RESULTADOS ANALISADOS

Severidade da lesão periapical e polarização macrofágica 

MÉTODOS E QUEM AVALIA OS RESULTADOS

Analíse da severidade da lesão periapical por coloração hematoxilina e
eosina e imuno-histoquímica para marcação macrofágica F4/80
(macrófago), CD206 (M2) e iNOS (M1)

RESULTADOS COM ANÁLISES ESTATÍSTICAS

O infiltrado inflamatório moderado no grupo PA e intenso no grupo SAP
(P<.05). Na análise quantitativa de macrófagos, o grupo FPA e PA não
apresentaram diferenças entre si (P>.05), o grupo PA mostrou maior
marcação de CD206, seguido de FPA, com diferença para os grupos C e F
(P<.05). Não houve diferença entre C e F. Na detecção iNOS, FPA
mostrou elevada marcação (P<.05), seguido de PA. Não foi observada
marcação nos grupos C e F. Na marcação macrofágica de F4/80 não
houve diferenças entre os grupos avaliados (P>.05).

EVENTOS ADVERSOS

Após a inalação da fumaça os animais ficavam letárgicos e demoravam
alguns segundos para a respiração voltar ao normal. Devido a nicotina,
os pelos dos animais expostos à fumaça do cigarro ficaram mais
amarelados, em comparação aos animais não expostos

CONCLUSÃO

A inalação da fumaça do cigarro em ratos induziu uma reação
inflamatória periapical mais intensa, com presença predominante de
macrófagos pró-inflamatórios M1, agravando o desenvolvimento da
periodontite apical.

DETALHES DE FINANCIAMENTO

Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) 
(Número do auxílio: 2020/06310-5) , Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) (Número da bolsa: 
131423/2020-7).
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ANEXO A- Comitê de Ética  

 

 

 

 

 

 


