
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

 

 

 

 

 

Kamilla Faria Maciel 

 

 

 

 

 

 

 

Papel da IL-17 na imunopatogênese de lesões 

periapicais experimentais  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BELO HORIZONTE 

2015 



2 

 

KAMILLA FARIA MACIEL 

 

 

 

 

 

 

 

 

Papel da IL-17 na imunopatogênese de lesões 

periapicais experimentais  

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Colegiado do Programa de Pós-Graduação  

da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de  

Minas Gerais, como requisito parcial para obtenção  

do grau de Doutor em Odontologia – área de  

concentração em endodontia 

 

Orientador: Prof. Dr. Antônio Paulino Ribeiro Sobrinho  

Co-orientadora: Profa. Dra. Leda Quercia Vieira 

 

 

 

 

 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA - UFMG 

BELO HORIZONTE 

2015 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FICHA CATALOGRÁFICA 

 

M152p 

 2015 

  T 

 

Maciel, Kamilla Faria 

       Papel da IL-17 na imunopatogênese de lesões periapicais 

experimentais / Kamilla Faria Maciel. – 2015. 

       121f. : il. 

       

       Orientador: Antônio Paulino Ribeiro Sobrinho 

       Co-orientadora: Leda Quercia Vieira 

      

       Tese (Doutorado) – Universidade Federal de Minas Gerais, 

Faculdade de Odontologia.  

 

       1. Artrite reumatóide. 2. Doenças periapicais. 3. Citocinas.   

I. Ribeiro Sobrinho, Antônio Paulino. II. Vieira, Leda Quercia. 

III. Universidade Federal de Minas Gerais. Faculdade de 

Odontologia. IV. Título. 

                                

                                    BLACK D047 

 

Biblioteca da Faculdade de Odontologia - UFMG 



4 

 

 

 

 



5 

 

 

 

 



6 

 

DEDICATÓRIA 

 

 Aos meus pais, Cláudio e Rogéria, meus primeiros e eternos mestres, que 

sempre me apoiaram e incentivaram. 

Ao meu marido, Stéfani, um grande companheiro e incentivador. Você foi 

fundamental nesta conquista. Nunca me esquecerei de seu apoio e amor! 

 À minha irmã, que sempre torceu por mim, pelo amor e cuidado. 

 À minha avó, Maria Aparecida – in memoriam - por cuidar de mim, mesmo 

que de outro plano. 

 À Delma, pelo suporte dado durante todo o percurso. 

 Aos meus amigos, pelo carinho e incentivo. 

 À toda minha família, principalmente por estarem sempre ao meu lado.  

 Amo vocês!! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

AGRADECIMENTOS ESPECIAIS 

 

 A Deus, por me permitir chegar até aqui. 

Ao Professor Doutor Antônio Paulino Ribeiro Sobrinho, pela sabedoria, 

incentivo, compreensão, inspiração, humanismo e orientação. Obrigada pela 

amizade e todo o aprendizado!  

 À Professora Doutora Leda Quercia Vieira, pelos conhecimentos, paciência e 

disponibilidade, em todas as etapas desta caminhada.  

 À Professora Doutora Taia Maria Berto Rezende, pelo exemplo de 

profissional, parceria, carinho e dedicação aos trabalhos. 

 À Professora Doutora Tarcília Aparecida da Silva, pelo aprendizado e 

disponibilidade.  

 Ao Ricardo Reis Oliveira, pela parceria, carinho, amizade e paciência. 

 À Luciana Carla Neves de Brito, pelo carinho, amizade, suporte, dedicação, 

trabalho e parceria. 

 À Mirna Souza, ao Bruno César Parpinelli e ao Celso Martins Queiroz Júnior, 

por todo o trabalho, parceria e amizade. 

 À Flávia Barbosa, Marcela Espaladori e Júlia Braga, amigas para a vida, que 

fizeram a caminhada mais suave e descontraída. Obrigada pelo carinho! 

 Meus sinceros agradecimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

AGRADECIMENTOS 

  

 Aos colegas do Laboratório de Gnotobiologia e Imunologia - LAGI, pela 

parceria nos trabalhos e paciência. 

 Aos colegas do Laboratório de Virologia, pelo carinho, compreensão e 

suporte. 

 Aos amigos do Laboratório de Microbiologia Oral e Anaeróbios - MOA, que 

com tanta presteza e carinho foram fundamentais para esta conquista. 

A todos os colegas do curso, por contribuírem para a minha formação, pela 

ajuda e pelos momentos de descontração. 

 Aos Professores do doutorado, que tanto contribuíram para minha formação 

pessoal e profissional. Em especial ao Professor Dr. Luiz de Macêdo Farias e à 

Professora Dra. Paula Prazeres Magalhães, pelo suporte, aprendizado e carinho. 

Às meninas do Colegiado de Pós-graduação da FO-UFMG, que tanto foram 

solícitas. 

À agência de fomento FAPEMIG, pelo auxílio financeiro. 

A todos que de alguma forma contribuíram para mais esta conquista! Todos 

foram muito importantes nesta caminhada! 

 Meus singelos e sinceros agradecimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos não é senão uma gota de água no 

mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.” 

                 Madre Teresa de Calcutá 



10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMO 



11 

 

RESUMO 

 

Papel da IL-17 na imunopatogênese de lesões periapicais experimentais 

 

 A infecção dos sistemas de canais radiculares levará à consequente indução 

de uma lesão periapical, estando muitos mediadores inflamatórios envolvidos nesse 

processo. A IL-17 tem demonstrado impacto no processo de remodelação óssea, 

especialmente em casos de artrite, apresentando-se em altos níveis. Contudo, 

pouco se sabe a respeito do seu real papel na patogênese das periapicopatias. 

Neste estudo, procurou-se avaliar o papel da IL-17A na reabsorção óssea 

perirradicular, em infecções endodônticas experimentais em camundongos C57BL/6 

e IL-17RA KO, bem como o efeito dessa infecção na artrite reumatóide experimental. 

Para se induzir a infecção endodôntica, cepas padrão de Porphyromonas gingivalis, 

Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum foram inoculadas nos canais 

radiculares do primeiro molar superior esquerdo desses animais. O modelo de artrite 

induzida por antígeno (AIA) foi desenvolvido em ambas as linhagens animais para 

posteriormente realizar-se a infecção endodôntica. Os animais foram sacrificados 14 

e 21 dias após a infecção endodôntica, em ambos os casos. Foi realizada a análise 

histológica das articulações dos animais e da expressão gênica das citocinas IL-1β, 

TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-17A, RANK, RANKL, TGF-β, IL-10 e IL-4, nos dentes e tecidos 

perirradiculares adjacentes à infecção, por meio do qPCR. O modelo de AIA crônica 

conseguiu ser estabelecido nos animais IL-17RA KO e C57BL/6, observando-se um 

escore de destruição articular maior nos animais selvagens. Quanto à expressão 

gênica das citocinas, níveis basais de TNF-α, IFN-γ, TGF-β, IL-10 e IL-17A, bem 

como TGF-β, IL-10 e IL-4 foram observados nos animais C57BL/6 e IL-17RA KO, 

respectivamente, no 14º e 21º dias. No 14º dia, os animais C57BL/6 apresentaram 

uma diminuição da expressão de IL-6 e um aumento de IL-17A. No 21º dia, a 

expressão gênica de IL-1β e IL-17A estava aumentada, enquanto a expressão de IL-

6, RANK, RANKL e IL-4 se encontrava diminuída. IL-17RA KO apresentaram 

aumento de RANK no 14º dia e diminuição de IL-6 no 14º e 21º dias, onde observou-

se aumento de TNF-α e IL-1β e, uma diminuição de IFN-γ, IL-6, RANK e RANKL. 

Conclui-se que a IL-17 não é absolutamente necessária para a artrite autoimune e 

que a produção de outros mediadores pró-inflamatórios é suficiente para compensar 

a sua perda. A infecção endodôntica interfere nessa expressão, seja nos animais 
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IL17RA KO ou nos C57BL/6, mas de maneira IL-17 dependente, sugerindo uma 

possível regulação da IL-4 nestes últimos. 

 

Palavras-chave: lesão periapical, artrite reumatóide, citocinas, qPCR 
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ABSTRACT 

 

Role of IL-17 in the immunopathogenesis of experimental periapical lesions 

 

 The infection of the root canal system will lead to consequent induction of an 

apical periodontitis, with many inflammatory mediators involved in this process. IL-17 

has been shown to impact bone remodeling process especially in cases of arthritis, 

presenting at high levels. However, little is known about its role in the pathogenesis 

of apical periodontitis. This study aimed to evaluate the role of IL-17A in periradicular 

bone resorption in experimental endodontic infections in C57BL/6 and IL-17RA KO 

mice and the effect of these experimental infection in rheumatoid arthritis. To induce 

endodontic infection, strains of Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia and 

Fusobacterium nucleatum were inoculated in the first upper left molar root canals of 

mice. The model of antigen-induced arthritis (AIA) was developed in both animal to 

further held endodontic infections. Animals were sacrificed 14 and 21 days after 

endodontic infection in both cases. Histological analysis was performed on the 

animals joints and gene expression of IL-1β, TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-17A, RANK, 

RANKL, TGF-β, IL-10 and IL-4 of tooth and periapical lesions by qPCR. The AIA 

model could be established in IL-17RA KO and C57BL/6 mice, observing a greater 

joint destruction score in C57BL/6. Regarding the gene expression of cytokines, 

basal levels of TNF-α, IFN-γ, TGF-β, IL-10 and IL-17A as TGF-β, IL-10 and IL-4 were 

observed in C57BL/6 and IL-17RA KO mice, respectively, in 14 and 21 days. On the 

14th day, C57BL/6 mice showed a decreased expression of IL-6 and IL-17A 

increased. At day 21, the expression of IL-17A and IL-1β were increased, and IL-6, 

RANK, RANKL and IL-4 decreased. IL-17RA KO mice showed an increase of RANK 

on day 14 and IL-6 decreased in 14 and 21 days, where there was an increase of 

TNF-α and IL-1β and a decrease of IFN-γ, IL-6, RANK and RANKL. We conclude 

that IL-17 is not absolutely necessary to autoimmune arthritis and the production of 

other pro-inflammatory mediators is sufficient to compensate its loss. The endodontic 

infection interfere in this expression, either in IL17RA KO and C57BL/6 mice in an IL-

17 dependent manner, suggesting a possible regulation of IL-4 in these latter. 
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INTRODUÇÃO 

  

 O tecido pulpar é envolto pelos tecidos duros dentários que formam uma 

barreira física contra os agentes patogênicos. O rompimento da integridade desta 

barreira permite a entrada de elementos nocivos à polpa, que levam à sua 

inflamação, com consequente destruição tecidual e o desenvolvimento de lesões 

periapicais (Sundqvist, 1994; Jontell et al., 1998; Balto  et al.,  2002).  

 A interação entre os irritantes químicos, mecânicos, microbianos e a resposta 

de defesa do hospedeiro resulta na liberação de inúmeros mediadores, que são 

capazes de estimular respostas imunes na região periapical (Takahashi, 1998). 

Frente a uma agressão microbiana, a extensão da destruição tecidual dependerá da 

sua virulência, assim como da resistência dos tecidos do hospedeiro (Kettering & 

Torabinejad, 1995). Os elementos microbianos ativam várias formas de respostas 

imunes no hospedeiro, atuando como antígenos que estimulam a instalação de uma 

resposta local (Jontell et al., 1998; Stashenko et al., 1998; Balto  et al,. 2002). Sabe-

se que o desenvolvimento, bem como o controle de uma resposta imunológica, 

depende, em grande parte, da produção local de inúmeras citocinas que direcionam 

o tipo de resposta do hospedeiro (Dale et al., 2001). 

 Em lesões periapicais, assim como em outras doenças inflamatórias, de 

acordo com o conceito de desenvolvimento das células T helper (Th) CD4+, existem 

pelo menos quatro subtipos diferentes de resposta Th: Th1, Th2, Th17 e Treg (Diveu 

et al., 2008; McGeachy & Cua, 2008; Queiroz-Junior et al., 2010; Garlet et al., 

2010a). A do tipo 1 (Th1) é caracterizada pela produção de TNF-α, IFN-γ, IL-2 e IL-1, 

evidenciando um perfil inflamatório e, a do tipo 2 (Th2), pela produção de IL-4, IL-5 e 

IL-13, revelando um perfil anti-inflamatório (Ribeiro-Sobrinho et al., 2002; Čolíc et al., 

2009; Teixeira-Salum et al., 2010). Estas respostas possuem regulação cruzada, 

sendo suas citocinas antagônicas (Mosmamm & Coffman, 1989). 

 A recente caracterização das células Th17 como uma linhagem distinta das 

células CD4+ contribuiu para um melhor conhecimento sobre a resposta imune do 

hospedeiro, anteriormente baseada na dicotomia Th1/Th2. As células Th17 

produzem as citocinas: IL-17, IL-21 e IL-22, estando relacionadas com a indução da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias (Čolíc et al., 2009; Guglani & Khader, 
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2010), sendo a IL-17 considerada uma ponte entre a resposta adaptativa e inata (Yu 

& Gaffen, 2008). 

 Evidências científicas demonstram que a IL-17 tem impacto na remodelação 

óssea, especialmente em casos de artrite (Nakae et al., 2003; Gaffen, 2004; Yu et 

al., 2007), sendo seu papel em doenças orais ainda pouco estudado. Na artrite, 

observam-se níveis elevados de IL-17 nos fluidos sinoviais dos pacientes, o que 

exerce efeito direto sobre as células ósseas. Em modelos murinos de artrite, ao se 

bloquear a IL-17A observa-se a redução da inflamação e da destruição óssea 

(Nakae et al., 2003; Röhn et al., 2006; Park et al., 2012). Por outro lado, sua sobre-

expressão exarceba a doença (Yu  et al., 2007).  

Relatos iniciais indicam que os níveis da IL-17 encontram-se elevados em 

casos de periodontite e lesões periapicais crônicas (Johnson et al., 2004; Takahashi 

et al., 2005; Vernal et al., 2005; Čolíc et al., 2007). Em 2009, Oseko e colaboradores 

sugeriram que a IL-17 estaria envolvida no processo de formação de lesões 

periapicais. Contudo, pouco se sabe a respeito do seu real papel na patogênese das 

periapicopatias. 

 Muitos estudos vêm sendo conduzidos procurando-se compreender a 

dinâmica dos mecanismos imunes que se processam no ápice radicular de dentes 

portadores de infecções (Stashenko et al., 1998; Kawashima & Stashenko, 1999; 

Kawashima et al., 2007; De Rossi et al., 2008; Brito et al., 2012; Tavares et al., 2013; 

Ferreira et al., 2015). Neste estudo, utilizando-se modelos animais, procurou-se 

avaliar o papel da IL-17A na reabsorção óssea, decorrente da resposta imune 

perirradicular em infecções endodônticas experimentais e, quando associadas a 

modelos de artrite induzida por antígeno  
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

 2.1 Resposta imune pulpar e periapical 

 

 A contaminação bacteriana do tecido pulpar pode levar à sua destruição e 

consequente indução de uma lesão periapical (Sundqvist, 1994; Jontell et al., 1998; 

Balto  et al.,  2002). A resposta de defesa do hospedeiro contra os agentes irritantes 

oriundos do sistema de canais radiculares (SCR) infectados induz a liberação de 

muitos mediadores inflamatórios que, ao prevenir a invasão dos patógenos para os 

tecidos perirradiculares, paradoxalmente, leva à destruição localizada do tecido do 

hospedeiro (Takahashi, 1998).  

 Frente a uma agressão microbiana, a extensão da destruição tecidual 

dependerá da virulência, assim como da resistência dos tecidos do hospedeiro. O 

nível de resposta pulpar aos irritantes microbianos varia de uma inflamação leve à 

necrose pulpar (Kettering & Torabinejad, 1995).  

 Muitos dos efeitos patogênicos microbianos sobre os tecidos periapicais 

operam de forma indireta, via estimulação de mediadores solúveis derivados do 

hospedeiro, como as citocinas (Silva et al., 2007). Diversos estudos vêm sendo 

realizados para identificar os mediadores inflamatórios envolvidos na atividade de 

reabsorção óssea, permitindo melhor compreensão da etiopatogenia das lesões 

periapicais (Stashenko et al., 1987; Kawashima et al., 1999; Vernal et al., 2006; 

Fukada et al., 2009; Brito et al., 2012; Ferreira et al., 2015; Bambirra et al., 2015).  

 A resposta inflamatória periapical, em muitos aspectos recapitula a resposta 

inflamatória pulpar, exceto pela destruição óssea (Stashenko et al., 1998). Estudos 

demonstram que semelhante ao que ocorre na polpa, nessa região irá instalar-se um 

infiltrado inflamatório constituído por linfócitos T e B, PMN, macrófagos, plasmócitos 

(Stern et al., 1981; Tani-Ishii et al., 1995; Kawashima et al., 1996), células NK, 

eosinófilos e mastócitos (Artese et al., 1991; Kawashima et al., 1996). Além de 

outras células do tecido conjuntivo não inflamatório, tais como fibroblastos, células 

do endotélio vascular e do epitélio proliferativo, osteoblastos e os osteoclastos (Yu & 

Stashenko, 1987; Silva et al., 2008). As células T têm um papel central na resposta 

imune celular (Takahashi, 1998). Kawashima e colaboradores (1996) sugeriram que 
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a progressão de lesões periapicais, com reabsorção óssea, requer a participação 

das células T helper.  

 O processo de remodelação óssea se desenvolve com base em dois 

processos antagônicos, mas acoplados: a formação e a reabsorção, podendo haver 

predomínio de um sobre a outro em casos onde ocorre alteração deste equilíbrio. 

Esse acoplamento é mantido em longo prazo por um complexo sistema de controle 

que inclui hormônios, fatores físicos e fatores humorais locais, permitindo a 

renovação e remodelação óssea. Esta atividade é consequência, em sua maior 

parte, da ação de dois tipos celulares principais, característicos do tecido ósseo: os 

osteoblastos e os osteoclastos (Vieira, 1999). 

 Em modelos animais de indução de periapicopatias, em especial nos 

camundongos, observou-se que inicialmente ocorre uma fase aguda, com indução 

de reabsorção óssea periapical, onde se observa um predomínio de citocinas pró-

inflamatórias, seguida de uma fase crônica, com mudanças no perfil das citocinas ali 

liberadas (Stashenko et al.,1987; Stashenko et al., 1994; Dinarello, 1996).  

 Os avanços em engenharia genética e o desenvolvimento de camundongos 

imunodeficientes (nocautes) nos anos 90 contribuíram para o surgimento de novos 

conceitos e modelos de pesquisa em imunologia (Mak et al., 2001). Tais avanços 

vêm contribuindo para o esclarecimento de muitas dúvidas relacionadas à 

patogênese das alterações perirradiculares, principalmente quanto à participação 

das respostas efetoras e sua modulação pelo sistema imune do hospedeiro. Dentre 

essas respostas destacam-se: os efeitos bacterianos sobre a imunidade não 

específica, prevenindo ou reduzindo a inflamação periapical (Marcato et al., 2008); 

as respostas imunes específicas, prevenindo a disseminação de infecções 

endodônticas (Teles et al., 1997; Hou et al., 2000) e a regulação imune dos 

processos inflamatórios periapicais (Sasaki et al., 2000).  

 Portanto, as lesões perirradiculares são consequência da presença 

microbiana no SCR infectados, estimulando uma rede de mecanismos imunológicos, 

que culminam com a instalação de células imunocompetentes nos tecidos 

circunjacentes e reabsorção óssea. 
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 2.2 Citocinas e alterações perirradiculares 

  

 Citocinas são proteínas regulatórias que desempenham importante papel na 

modulação das respostas imunes, incluindo ativação, proliferação, diferenciação, 

sobrevivência e apoptose dos linfócitos, sendo secretadas por diferentes tipos 

celulares. As citocinas são mensagens intercelulares representando um mecanismo 

chave pelo qual as células envolvidas nas respostas imunológicas se comunicam 

(Seymour & Taylor, 2004; Burska et al., 2014). 

 As citocinas são secretadas pelas células da imunidade inata e adaptativa, 

sendo muitas vezes pleiotrópicas e redundantes. O pleiotropismo refere-se à 

capacidade de agir sobre diferentes tipos celulares, permitindo mediar efeitos 

biológicos diversos. A redundância refere-se à propriedade de muitas delas 

produzirem os mesmos efeitos funcionais, compensando quando há supressão de 

um gene ou atividade antagonista contra uma única citocina (Abbas et al., 2012). 

 A interação entre os irritantes químicos, mecânicos, microbianos e a resposta 

de defesa do hospedeiro resulta na liberação de inúmeros mediadores que, através 

do SCR, são capazes de estimular reações imunológicas na região periapical. Essas 

reações incluem respostas imunes mediadas por células, por meio das ações dos 

linfócitos T e das citocinas, assim como resposta imune humoral, mediada por 

anticorpos (Takahashi, 1998). As citocinas representam um papel de grande 

importância na resposta imuno-inflamatória, apresentando propriedades anti e pró-

inflamatórias (Lang et al., 2000). 

 O desenvolvimento, assim como o controle de uma resposta imunológica, 

depende, em grande parte, da produção local de inúmeras citocinas, as quais 

podem determinar o seu perfil (Dale et al., 2001). Em 1998, Stashenko e 

colaboradores, diante de evidências da regulação pela rede de citocinas sobre a 

expressão e a ação de mediadores pró-inflamatórios e da reabsorção óssea, 

propuseram um modelo para a ação desta sobre a inflamação periapical. Nesse 

modelo, as citocinas sintetizadas pelo subgrupo Th1 estimulariam a produção de IL-

1 e outras citocinas pró-inflamatórias que ativariam a reabsorção óssea 

perirradicular. Atualmente, sabe-se que a atividade de reabsorção óssea está 

também correlacionada à expressão do receptor ativador do fator nuclear kappa B 

(RANK) e seu ligante, o RANKL, além da atividade das citocinas envolvidas na 

resposta Th1 (Vernal et al., 2006; Fukada et al., 2009) e Th17 (Oseko et al., 2009).  
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 Diversos estudos procuram identificar esses mediadores inflamatórios 

envolvidos no desenvolvimento das lesões perirradiculares, inclusive os 

relacionados à atividade de reabsorção óssea (Stashenko et al., 1987; Kawashima & 

Stashenko, 1999; Vernal et al., 2006; Fukada et al., 2009; Brito et al., 2012; Ferreira 

et al., 2015; Bambirra et al., 2015).  

A família da IL-17, pertencente à resposta Th17, consiste em citocinas que 

participam tanto da resposta inflamatória aguda quanto da crônica. Desde a 

identificação da IL-17A (também chamada IL-17 ou CTLA8) em 1993, cinco outros 

membros desta família – IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (também chamada IL-25) e 

IL-17F – foram reconhecidos baseado na homologia da sequência de seus 

aminoácidos (Rouvier et al., 1993; Gu et al., 2013). A citocina mais investigada desta 

família, a IL-17A, é uma citocina pró-inflamatória que possui papel essencial na 

defesa do hospedeiro contra infecções microbianas e está implicada em várias 

condições inflamatórias, como doenças autoimunes, desordens metabólicas e 

câncer (Ouyang  et al., 2008, Gu et al., 2013). Ela atua nas células apresentadoras 

de antígeno, como macrófagos e células dendríticas, induzindo a produção de 

citocinas e quimiocinas. Além disso, é responsável pelo recrutamento de neutrófilos 

e granulopoiese (Yu et al., 2007; Guglani & Khader, 2010). Sua produção em 

excesso leva ao dano tecidual (Ouyang  et al., 2008; Korn et al., 2009, Gu et al., 

2013). As células TCD4+ sofrem diferenciação através de uma gama de citocinas 

que incluem IL-6, IL-1β, IL-21, IL-23 e TGF-β. Tais citocinas podem levar à ativação 

do RORγt (Korn et al., 2009, Gu et al., 2013). 

 Embora produzida principalmente pelas células T, a IL-17 ativa muitos dos 

eventos sinalizados por citocinas da resposta imune inata, tais como: TNF-α e IL-1β, 

sendo considerada uma molécula de ligação entre essa resposta e a resposta imune 

adaptativa (Yu et al, 2007; Yu & Gaffen, 2008). A IL-17 também regula a expressão 

do fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF) e IL-6 (Yu  et al., 2007). 

 Evidências científicas demostram que a IL-17 tem importante papel em várias 

condições inflamatórias (Tesmer et al., 2008; Gu et al., 2013) e na remodelação 

óssea, especialmente em casos de artrite (Gaffen, 2004; Yu  et al., 2007; AlShwaimi 

et al., 2013). Seus níveis se mostram elevados em fluidos sinoviais de pacientes 

com artrite reumatóide, exercendo efeito direto nas células ósseas. Bloqueando-se a 

IL-17 em modelos murinos de artrite, observou-se redução da inflamação e da 
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destruição óssea. Entretanto, a presença em excesso dessa citocina exarceba a 

doença (Yu  et al., 2007).  

 Estudos recentes demonstram a presença de células Th17 nas periodontites 

crônicas (Cardoso et al., 2009) e relatam também que as citocinas do tipo Th17 são 

produzidas em lesões periapicais (Takahashi et al., 2005; Vernal et al., 2005; 

Ohyama et al., 2009). Curiosamente, estudos experimentais em murinos 

demonstraram que camundongos deficientes para IL-17 podem apresentar aumento 

(Yu et al., 2007; AlShwaimi et al., 2013) ou diminuição das lesões ósseas (Oseko et 

al., 2009) em resposta a patógenos periodontais. 

 Tem sido relatado que as células T estão envolvidas na destruição óssea via 

produção de IL-17, que por sua vez é descrita como uma indutora da produção de 

RANKL (Kotake et al., 1999; Sato et al, 2006). A capacidade das células Th17 

produzirem IL-6 e regularem a produção de IL-1β e TNF-α pode gerar um ciclo de 

amplificação da inflamação, com o consequente aumento da expressão de 

metaloproteinases (MMP) e RANKL (Beklen et al., 2007).  

 O RANKL se expressa em níveis mais elevados nos ossos e tecidos linfóides, 

estimulando a diferenciação dos osteoclastos no tecido ósseo (Lacey et al., 1998). O 

RANKL possui uma série de efeitos sobre as células imunes, incluindo a inibição da 

apoptose de células dendríticas (Wong et al., 1997). Em condições homeostáticas, 

os níveis de RANKL e osteoprotegerina (OPG) precisam se equilibrar. Na presença 

de um estímulo inflamatório, a expressão de RANKL aumenta nos tecidos 

periodontais e periapicais, estimulando a atividade dos osteoclastos e a reabsorção 

óssea patológica (Menezes et al., 2008; Graves et al., 2011).   

 A identificação do sistema OPG/RANKL/RANK como mediador final da 

osteoclastogênese, representa um grande avanço na biologia óssea. Ela pôs fim a 

uma longa pesquisa para o fator específico produzido por células pré-osteoblásticas 

e células do estroma, ambas necessárias e suficientes para o desenvolvimento dos 

osteoclastos. A diferenciação e a ativação dos osteoclastos são movidas pela 

interação de RANK, com seu ligante, RANKL (Graves et al., 2011). A clonagem e 

caracterização inicial de OPG como um receptor solúvel chamariz, pertencente à 

superfamília de receptores de TNF, foi o primeiro passo que levou a um 

esclarecimento deste sistema. Posteriormente, RANKL foi identificado como o 

mediador chave da osteoclastogênese, expresso tanto de forma transmembrana, 

quanto de forma solúvel (Khosla, 2001). Camundongos nocautes para o RANKL 
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apresentam osteopetrose severa com defeitos de erupção dentária. Esses animais 

apresentam também uma completa ausência de osteoclastos diferenciados, além de 

defeitos na diferenciação de células T e B (Kong et al., 1999; Khosla, 2001).  

 A IL-6 é uma citocina que possui atividades que podem aumentar ou suprimir 

a destruição óssea inflamatória. É produzida localmente nos ossos após a 

estimulação pela IL-1 e TNF-α. A IL-6 estimula a formação de precursores dos 

osteoclastos por G-CSF e eleva o número dessas células, in vivo, levando a 

aumentos sistêmicos na reabsorção óssea. No entanto, dados sugerem que a IL-6 

também tem significativa atividade anti-inflamatória (Balto et al., 2001; Prso et al., 

2007). 

 As principais fontes celulares de IL-6 são monócitos, macrófagos, linfócitos 

Th2, células B ativadas e PMN. Além disso, células epiteliais, endoteliais e 

fibroblastos também liberam IL-6. O G-CSF estimula o crescimento e a diferenciação 

de granulócitos, monócitos, eritrócitos e megacariócitos de células progenitoras e 

também ativa granulócitos e macrófagos maduros (Radics et al., 2003). 

 Ao contrário do TNF-α, que age diretamente sobre os precursores dos 

osteoclastos, a IL-1 e a IL-6 estimulam a reabsorção óssea indiretamente pelo 

aumento da produção de RANKL pelos osteoblastos, células mesenquimais e 

linfócitos. Este efeito indireto e pró-osteoclastogênico da IL-6 é substancialmente 

maior e, portanto, é mais importante fisiologicamente e patologicamente, que o efeito 

anti-osteoclastogênico que a IL-6 exerce diretamente sobre precursores dos 

osteoclastos (Taki et al., 2007). 

 Stashenko e colaboradores (1994) observaram em modelos murinos de 

indução de lesão perirradicular, que a necrose pulpar se inicia no segundo dia após 

a exposição pulpar, seguida da destruição óssea periapical, observada em torno do 

sétimo dia, ocorrendo um período de destruição óssea rápida entre o sétimo e o 

vigésimo dia. Detectaram, utilizando a técnica de imunocoloração, IL-1α e TNF-α em 

polpas infectadas depois de dois dias de exposição pulpar e altos níveis dessas 

citocinas nas lesões periapicais iniciais em torno de sete dias. 

 O TNF-α é um potente mediador imunológico das respostas inflamatórias 

agudas e crônicas, com capacidade de aumentar a reabsorção óssea (Birkcdal-

Hansen, 1993). É considerado o principal mediador da resposta inflamatória aguda 

induzida por bactérias Gram-negativas e outros microrganismos infecciosos. O 

estímulo mais importante para ativar a produção de TNF pelos macrófagos é o LPS, 
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embora as células T ativadas, NK e mastócitos também possam secretar essa 

citocina. O IFN-γ produzido pelas células T e pelas NK aumenta a síntese do TNF 

pelos macrófagos estimulados por LPS (Abbas et al., 2012). Em 2007, De Sá e 

colaboradores sugeriram que, apesar do TNF-α não apresentar papel relevante na 

patogenia do abscesso dental sintomático, ele tem papel de destaque durante a 

inflamação crônica em tecidos. Kawashima e colaboradores (2007) demonstraram 

que a expressão de TNF-α, IL-1β, IL-1α e IL-10 aumenta em lesões periapicais 

experimentalmente induzidas em animais após duas semanas de exposição dos 

SCR à microbiota oral.  

 A IL-1 tem como principal função, semelhante ao TNF, a de servir como 

mediadora da resposta inflamatória do hospedeiro às infecções e a outros estímulos. 

Atua sobre as células endoteliais induzindo a expressão de moléculas de superfície 

que medeiam a adesão leucocitária. A IL-1 atua, em conjunto com o TNF, na 

imunidade inata. Os macrófagos são a principal fonte de produção de IL-1, estando 

os neutrófilos e células endoteliais também envolvidos na sua produção.  Existem 

duas formas de IL-1, alfa (α) e beta (β). A maioria de IL-1 encontrada na circulação 

humana é IL-1β (Abbas et al., 2012). 

 Além de mediar a produção de potentes moléculas inflamatórias, tais como as 

prostaglandinas, leucotrienos, fator de ativação de plaquetas e citocinas, e regular 

positivamente as moléculas de adesão das células endoteliais, a IL-1 afeta diversos 

processos imunológicos inatos. A IL-1 tem sido implicada como mediadora central 

durante os processos de destruição óssea e tecidual (Nicolas et al., 2004; Fujisaki et 

al., 2007). 

 O IFN-γ promove a diferenciação das células T CD4+ naives (virgens) em uma 

subpopulação Th1 e inibe a proliferação das células Th2. Ativa os neutrófilos e 

provoca a ação citotóxica das células NK. O IFN-γ é a principal citocina ativadora de 

macrófagos e exerce funções críticas na imunidade inata e na imunidade adaptativa 

mediada por células. O IFN-γ estimula os macrófagos a destruírem os 

microrganismos fagocitados, exacerbando sua ação microbicida, possibilitando a 

síntese de espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO) (Sasaki  et al., 

2004; Abbas et al., 2012). A expressão do IFN-γ desencadeia-se primeiramente pela 

IL-12 e é regulada negativamente pela IL-10 (Čolíc et al., 2010), podendo também 

ter sua produção suprimida pela IL-17A (Cruz et al., 2006). 
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 Em culturas de células mononucleares retiradas de lesões periapicais 

humanas, Čolíc e colaboradores (2006) perceberam altos níveis de IFN-γ enquanto 

os níveis de IL-4 assemelhavam-se aos observados no grupo controle. Diante desse 

resultado, concluíram que ocorre uma predominância da resposta imune Th1 em 

lesões periapicais crônicas. 

 As lesões periapicais ocorrem como uma reação tecidual à infecção 

microbiana. Consistem de um infiltrado de células inflamatórias composto, em sua 

maioria, por neutrófilos, que são observados em todos os estágios do 

desenvolvimento da lesão (De Rossi et al., 2008). Com a exposição ao antígeno, os 

macrófagos tanto iniciam quanto incrementam a resposta imune ao secretarem 

inúmeras citocinas pró-inflamatórias (IL-12, IL-1, TNF-α e IL-6), regulatórias (IL-10) e 

quimiocinas, que influenciam o recrutamento de monócitos, neutrófilos e linfócitos 

(Kornman et al., 1997; Kawashima et al., 2007). Os macrófagos presentes nestas 

alterações são importante fonte de IL1-α, IL1-β e TNF-α. O IFN-γ, que é produzido 

por linfócitos T e células NK, está associados à ativação destas células (Metzger, 

2000). 

 De Rossi e colaboradores (2008) avaliaram citocinas pró e anti-inflamatórias 

no desenvolvimento das lesões perirradiculares. Observaram nos camundongos 

IFN-γ-/- que as lesões periapicais eram maiores do que as dos animais selvagens, e 

que, pelo menos individualmente, o IFN-γ endógeno teria efeito protetor na 

patogênese de reabsorção óssea periapical tardia in vivo, corroborando os dados in 

vitro de Sasaki e colaboradores (2004). Constataram que as citocinas IL-4 e IL-10 

têm diferentes funções na modulação da destruição óssea. E que, camundongos 

deficientes para a IL-10 apresentam lesões periapicais maiores do que as dos 

deficientes para IL-4. A IL-4, aparentemente, não demonstrou nenhum efeito 

significante na modulação da lesão periapical, pois as lesões eram similares às dos 

animais controle selvagens. Esses autores evidenciaram que inúmeros mecanismos 

se envolvem nas mudanças patológicas associadas a lesões periapicais agudas e 

crônicas. Seus trabalhos sugeriram que, pelo menos individualmente, o IFN-γ, a IL-

10, o ICAM-1 e o CCR5 desempenham importantes papéis na patogênese das 

alterações perirradiculares, atuando como supressores endógenos no 

desenvolvimento das alterações periapicais. 

 A IL-10 é produzida por monócitos, macrófagos e linfócitos (Moore et al., 

1993; Mosmann et al., 1994) e foi originalmente identificada pela sua habilidade de 
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antagonizar a imunidade celular (De Waal et al., 1991). Dentre as suas 

características destaca-se a imunossupressão, deprimindo a ativação de células 

mononucleares e prevenindo a produção de mediadores da inflamação (De Waal et 

al., 1991; Fiorentino et al., 1991). A IL-10 inibe a capacidade de apresentação de 

antígenos em monócitos, pela regulação negativa do MHC de classe II nessas 

células (De Waal et al., 1991) e a expressão de moléculas co-estimuladoras, in vitro 

(Willems et al., 1994). Seus efeitos biológicos seriam consequência de sua 

habilidade em inibir muitas das funções dos macrófagos ativados, como por 

exemplo, a produção de IL-12 e TNF-α (Abbas et al., 2012). 

 Sasaki e colaboradores (2000) examinaram o efeito da IL-4 e da IL-10 na 

destruição óssea estimulada por infecção em camundongos nocautes para IL-4 (IL-

4-/-) e IL-10 (IL-10-/-) e em camundongos selvagens, utilizando um modelo in vivo de 

inflamação periapical. Concluíram que a IL-10, mas não a IL-4, é um importante 

supressor endógeno de reabsorção óssea estimulada por infecção in vivo, agindo 

provavelmente pela inibição da expressão de IL-1α.  

 Outras moléculas também têm papel importante nesta rede de mecanismos. 

O TGF-β é uma citocina regulatória com potente efeito imunossupressor, 

sabidamente associada aos efeitos inibitórios da reabsorção óssea e à inibição da 

produção de citocinas do tipo 1 (Th1) (Teixeira-Salum et al., 2010). Seu efeito 

inibitório foi descrito pela primeira vez em 1986 por Kehrl e colaboradores. 

Observou-se que ele impedia a proliferação de células B e T. Entretanto, a evidência 

definitiva de seu papel veio com a análise das respostas à infecção em 

camundongos deficientes para esse gene (Wan & Flavell, 2008). 

 Atualmente, sabe-se que o TGF-β inibe a proliferação e diferenciação das 

células T e a ativação dos macrófagos. Atua também em outras células, como os 

leucócitos polimorfonucleares e as células endoteliais, em grande parte 

contrabalanceando os efeitos das citocinas pró-inflamatórias. Camundongos 

deficientes para o gene TGF-β1 desenvolvem lesões inflamatórias descontroladas, 

sugerindo que essa citocina é necessária para a manutenção da homeostase 

(Stashenko et al., 1998; Wan & Flavell, 2008). 

 Teixeira-Salum e colaboradores (2010) avaliaram os níveis de NO, IL-4, TGF-

β, TNF-α e IFN-γ em lesões periapicais, determinando sua possível associação com 

parâmetros clínicos e radiográficos. Concluíram que os granulomas periapicais 

apresentam um ambiente regulatório caracterizado por alta expressão de TGF-β e 
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pouca de citocinas pró-inflamatórias, enquanto os cistos radiculares exibem uma 

resposta inflamatória mista (Th1 e Th2), com a presença de IFN-γ, TNF-α e IL-4. 

 Vários laboratórios têm usado o modelo de patologia pulpar e periapical em 

camundongos induzindo a exposição pulpar e a infecção com microrganismos 

provenientes do ambiente oral. Nesses modelos, a destruição do osso periapical 

começa em torno do sétimo dia. Um período de rápida destruição óssea ocorre entre 

o sétimo e o décimo quinto dia (fase ativa), com diminuição da reabsorção em 

seguida (fase crônica) (Tani-Ishi et al., 1995; Kawashima & Stashenko, 1999). Esse 

fenômeno provavelmente ocorre porque, nas fases iniciais, o sistema imune tende a 

eliminar e a controlar a infecção usando os efetores inflamatórios apropriados, 

caracterizados por carência de antígenos específicos com toxicidade ao hospedeiro. 

Numa fase posterior, a resposta imune aparece associada a uma toxicidade mínima, 

representando uma tentativa de conter os agentes infecciosos que não foram 

eliminados anteriormente (Manetti et al., 1993). Portanto, a melhor compreensão 

desses aspectos oferecerá melhores condições para se estudar as várias facetas 

dessa patogenia. 

  

2.3 Artrite reumatóide 

 

 Uma condição de grande relevância na clínica médica é a artrite reumatóide 

(AR). Os relatos de existência dessa doença destrutiva das articulações 

acompanham a história da humanidade. A artrite reumatóide acomete 

aproximadamente 1% da população mundial, levando comumente a índices 

significativos de incapacidade funcional e, consequentemente, a uma pior qualidade 

de vida (Nakae et al., 2003; Farquharson et al,  2012). Sua prevalência aumenta 

com a idade, sendo três vezes maior em mulheres entre a quarta e a sexta décadas 

de vida (Gabriel, 2001; Firenstein, 2003; Neovius et al., 2011). 

A AR é uma doença inflamatória crônica, sistêmica e progressiva, de caráter 

autoimune, na qual ocorre a indução da proliferação da membrana sinovial, erosão 

da cartilagem articular, infiltração de células inflamatórias nos espaços 

periarticulares e destruição óssea (Firestein, 2003; Scott et al., 2010; Culshaw et al., 

2011). 

A inflamação articular tem início na membrana sinovial, presente na camada 

interna da cápsula articular, formada por sinoviócitos que secretam o líquido sinovial. 
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Na sinóvia reumatóide, ocorre uma hiperplasia dessa camada de células, 

paralelamente a uma migração de linfócitos T e mastócitos na camada sub-sinovial, 

além de um rico infiltrado neutrofílico, predominantemente, no líquido sinovial 

(Bingham, 2002; Smolen & Steiner, 2003; Firestein, 2005; Scott et al., 2010). Esse 

quadro, por sua vez, provoca um aumento na produção de mediadores pró-

inflamatórios, como IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8, IFN-γ e IL-17A, em detrimento dos anti-

inflamatórios, que culmina na erosão da cartilagem, osso e perpetuação da AR  

(Bingham, 2002; Steiner, 2003; Firestein, 2005; Scott et al., 2010; Culshaw et al., 

2011).  

Amplamente identificado nos tecidos sinoviais de pacientes com AR, o TNF-α 

induz alterações que se correlacionam diretamente com a progressão da doença 

(Chu et al., 1991). Essa citocina participa ativamente da migração e ativação celular 

nessa condição inflamatória, o que resulta na liberação de enzimas proteolíticas e 

outras citocinas (IL-1β, IL-6, IL-8), além de estimular a proliferação dos sinoviócitos e 

induzir a formação de pannus (Brennan et al., 1989; Grimbacher et al., 1998). 

A AR é diagnosticada com base na história clínica do paciente, no exame 

físico e na contagem de células do sangue (eosinófilos, proteína C-reativa, 

imunoglobulina de fator reumatóide). Em adição, métodos imaginológicos 

(radiografias e ressonância magnética) são utilizados para se investigar as 

articulações. A doença se manifesta através de sinais típicos, tais como: articulações 

inchadas, quentes, dolorosas e rígidas. A atividade inflamatória leva a problemas 

nos tendões, erosão e destruição da superfície da articulação que resulta em 

deformidades que prejudicam a amplitude do movimento, além de sintomatologia 

dolorosa (Mikuls et al., 2009; Persson, 2012).  

 Evidências científicas demostram que a IL-17 tem importante papel na 

remodelação óssea, especialmente em casos de artrite (Gaffen, 2004; Yu  et al., 

2007). Nesta doença, observam-se níveis elevados de IL-17 nos fluidos sinoviais 

desses pacientes, o que exerce efeito direto sobre as células ósseas. Em modelos 

murinos de artrite, ao se bloquear a IL-17A observa-se a redução da inflamação e da 

destruição óssea (Nakae et al., 2003; Röhn et al., 2006; Park et al., 2012). Por outro 

lado, sua sobre-expressão exarceba a doença (Yu  et al., 2007).  

Durante os últimos anos, uma associação entre artrite reumatóide e doenças 

bucais tem sido debatido. Os mecanismos de destruição do osso alveolar na doença 

periodontal e superfícies articulares são semelhantes àqueles observados na AR. 
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Uma superprodução de citocinas e MMP parece ser comum nestas doenças (Bartold 

et al., 2005). Ambas apresentam altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, incluindo 

IL-1β e TNF-α, e baixos níveis de citocinas regulatórias, tais como IL-10 e TGF-β 

(Arend & Dayer, 1990).  

Alguns estudos demonstram a presença de células Th17 nas periodontites 

crônicas (Cardoso et al., 2009), bem como observaram a presença de citocinas do 

tipo Th17 em lesões periapicais (Takahashi et al., 2005; Vernal et al., 2005; Ohyama 

et al., 2009; Oseko et al., 2009; Henriques et al., 2011). Curiosamente, estudos em 

modelos murinos demonstraram que camundongos deficientes para IL-17 podem 

apresentar tanto aumento (Yu et al., 2007; AlShwaimi et al., 2013) quanto diminuição 

das lesões periapicais (Oseko et al., 2009) em resposta a patógenos periodontais  

 A IL-17 é uma citocina pró-inflamatória que medeia inúmeras respostas 

inflamatórias crônicas, incluindo angiogênese, recrutamento de células inflamatórias 

e indução de mediadores pró-inflamatórios por tecidos epiteliais e endoteliais 

(Ouyang et al., 2008; Queiroz-Junior et al., 2010). Embora estudos sobre o papel da 

IL-17 nas doenças periapicais e periodontais tenha se iniciado apenas 

recentemente, alguns trabalhos sugerem que a IL-17 participa da progressão de 

lesões crônicas localizadas como naquelas observadas na AR (Marçal et al., 2010), 

assim como em doenças sistêmicas graves, tais como o diabetes (Kramer & Gaffen, 

2007). 

Apesar dos inúmeros estudos sobre a AR, o fator de desencadeamento da 

doença ainda parece ser uma incógnita. Existem evidências de que agentes 

infecciosos associados à predisposição genética ou outras condições, possam 

induzir uma resposta inflamatória com produção de auto-anticorpos nessa doença 

(Smolen & Steiner, 2003; Scott et al., 2010; Culshaw et al., 2011). 

Recentes pesquisas com foco na infecção por Porphyromonas gingivalis, 

identificaram na resposta imune a esta infecção, um fator explicativo de por que 

indivíduos com periodontite podem desenvolver AR (Albandar & Rams, 2002; Silman 

& Pearson 2002). No passado, estas duas doenças foram estudadas de forma 

independente, com tentativas focadas na compreensão dos mecanismos das 

doenças individualmente e estratégias terapêuticas em potencial (Bartold et al., 

2005; de Pablo et al., 2009). Uma importante via envolve a expressão regulada 

positivamente pelo RANKL e pelos fibroblastos, que é um fator essencial para a 
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formação de osteoclastos (Crotti et al. 2003; Haynes et al., 2003; Cantley et al., 

2009; Bartold et al., 2010).  

A descoberta dos anticorpos protéicos anti-citrulinação (ACPAs) como 

marcadores mais sensíveis e específicos para a doença, resultou de observações de 

que os auto-anticorpos anti-queratina podem ser detectados em 40-55% dos 

pacientes com AR. Estes anticorpos anti-queratina reconhecem um epítopo 

contendo a citrulina, uma forma deaminada de arginina (Van Venrooij & Pruijn, 2000; 

Farquharson et al., 2012). Estes ACPAs presentes nos pacientes com AR, estão 

associados com a progressão da doença, podendo ser detectável até dez anos 

antes do seu aparecimento clínico. Proteínas citrulinadas podem ser criadas pelas 

enzimas de peptidil arginina deaminase (PAD), que substituem um resíduo de 

arginina na amina com um grupo oxigênio para formar a citrulina (Farquharson et al., 

2012). 

Em 2004, Rosenstein e colaboradores introduziram a hipótese de que a 

Porphyromonas gingivalis, que é o único microrganismo que expressa PAD, 

permitiria aos indivíduos com periodontite serem expostos a antígenos citrulinados, 

estando em risco de desenvolver a AR. Assim, P. gingivalis geraria rapidamente, no 

hospedeiro, peptídeos citrulinados por clivagem proteolítica. Estudos têm mostrado 

que a P. gingivalis contém uma variedade de proteínas endógenas citrulinadas que 

não estão presentes em outros agentes patogênicos orais. A infecção bacteriana 

oral por P. gingivalis, pode, portanto, desempenhar um papel na citrulinação 

peptídica e desenvolvimento da AR (Kinloch et al., 2008; Persson, 2012). Há 

poucos, se houver, outros estudos que relacionaram bactérias específicas como 

potencialmente causadores de AR. Assim, P. gingivalis pode estar diretamente 

ligada a AR através citrulinação e indução de anticorpos antipeptidil citrulina que 

reagem com as autoproteínas citrulinadas humanas. Esta pode ser a prova mais 

convincente de que um patógeno associado à periodontite tem um impacto no 

desenvolvimento e progressão de outra doença (Persson, 2012).  

Entretanto, ainda não foi elucidada a possibilidade deste mecanismo ocorrer 

em lesões periapicais, nas quais essa bactéria é comumente recuperada. Além 

disso, não se sabe se a doença reumatóide seria um fator complicador para o 

desenvolvimento e manutenção dessas lesões. Ou, se lesões perirradiculares 

podem atuar no desenvolvimento e manutenção da AR. 
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3 OBJETIVOS 

 

      3.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar o papel da IL-17 na imunopatogênese de lesões periapicais induzidas 

em modelos murinos. 

 

      3.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar, através da histologia, o efeito da infecção endodôntica na artrite 

reumatóide experimental. Comparar os grupos experimentais entre si; 

 

 - Avaliar o perfil da resposta imune em lesões periapicais induzidas em 

camundongos selvagens (C57BL/6) e IL-17RA KO, dosando-se as citocinas RANK, 

RANKL, IL-6, IFN-γ, TNF-α, IL-1β, IL-17A, TGF-β, IL-10 e IL-4, por meio do PCR em 

tempo real e, adicionalmente, comparar os grupos experimentais entre si. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Delineamento do estudo 

Neste estudo utilizaram-se dois modelos animais: um para indução de AR e 

outro para indução de lesão periapical. Estabeleceram-se quatro grupos 

experimentais (n=5): 

 

Grupo I: animais C57BL/6 com infecção endodôntica 

Grupo II: animais IL-17RA KO com infecção endodôntica 

Grupo III: animais C57BL/6 AIA: modelo de artrite + infecção endodôntica  

Grupo IV: animais IL-17RA KO AIA: modelo de artrite + infecção endodôntica 

 

4.2 Aspectos éticos 

Este trabalho foi previamente aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Minas Gerais. Parecer nº 240/2012. 

 

 4.3 Microrganismos 

 Para se induzir as infecções endodônticas utilizaram-se os microrganismos: 

Porphyromonas gingivalis (ATCC 49417), Prevotella intermedia (ATCC 25611) e 

Fusobacterium nucleatum (ATCC 10953). 

  

 4.4 Reativação e manutenção dos microrganismos 

 As amostras congeladas foram recuperadas em 5 mL de caldo BHI 

suplementado com extrato de levedura, hemina e menadiona, incubado a 37oC, por 

48 horas, em câmara de anaerobiose contendo atmosfera de 85% de N2, 10% de H2 

e 5% de CO2 (Forma Scientific, Inc., Marietta, OH, USA). Decorrido esse tempo de 

incubação, as amostras foram repicadas em ágar BHI suplementado com sangue de 

carneiro, extrato de levedura, hemina e menadiona (Sutter et al., 1979). Após 

confirmação, pelo método de Gram, da pureza das amostras, estas foram mantidas 

em câmara de anaerobiose. Durante toda a fase experimental, as bactérias 

utilizadas também foram mantidas em freezer a -80oC. 
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 4.5 Padronização do inóculo microbiano 

 Para a padronização dos inóculos microbianos utilizaram-se culturas em fase 

exponencial, determinando-se a absorbância em espectrofotômetro (Spectrun série 

SP-2100), em comprimento de onda de 600 nm, obtendo-se uma concentração de 

108 UFC/mL a ser inoculada no SCR dos animais.  

 

 4.6 Animais  

 Utilizaram-se camundongos C57BL/6 e IL-17RA KO de ambos os gêneros, com 

8 semanas de idade. Cada grupo experimental foi composto por 5 camundongos. Os 

animais foram alimentados com dieta comercial (Nuvital, Curitiba, PR, Brasil) e água, 

ad libitum.  

 

  4.7 Infecção endodôntica experimental 

Antes de qualquer procedimento, os animais foram anestesiados 

intraperitonealmente utilizando-se 100 mg/kg de ketamine hydrochloride (Dopalen, 

Division Vetbrands Animal Health, Jacareí, SP, Brasil) e 10 mg/kg de xilazine 4% 

(Anasedan, Agribands do Brasil LTDA, Paulínia, SP, Brasil) administrados com 

seringas do tipo tuberculínicas (Silva et al., 2008). O anestésico e o analgésico 

foram misturados na proporção de 10 mL de ketamine para 7,5 mL de xilazine 

(Maltos et al. 2004).  

 A abertura coronária foi realizada no primeiro molar superior do lado 

esquerdo, utilizando-se brocas carbide de ¼ (Dentsply-Maillefer), esteréis, sem 

irrigação, acopladas à caneta de baixa rotação, estéril, ligada a um aparelho de 

rotação controlada (Driller, São Paulo, Brasil). Todos os procedimentos operatórios 

foram realizados sob a bancada de um microscópio de uso odontológico (Alliance, 

SP, Brasil).  Após sua localização, o canal palatino teve o tecido pulpar 

desorganizado utilizando-se limas tipo Kerr #08 e #10 (Dentisply-Mailleifer). Em 

seguida, 20 µl das culturas bacterianas, correpondendo a 108 UFC/mL, foram 

inoculados nos canais com o auxílio de seringas do tipo tuberculínicas. Todos os 

dentes foram selados com Coltosol® após os procedimentos. O grupo controle foi 

constituído pelo primeiro molar superior do lado direito de cada animal, quando se 

realizaram os mesmos procedimentos acima descritos, sem, contudo, inocular os 

microrganismos. Os animais foram avaliados no décimo quarto e no vigésimo 

primeiro dias após a infecção.  
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  4.8 Modelo de artrite induzida por antígeno (AIA) 

 AIA foi induzida como descrita por Wengner e colaboradores (2007). 

Camundongos C57BL/6 e IL-17RA KO foram imunizados no vigésimo primeiro dia 

com uma injeção de 100mg de albumina bovina sérica metilada (mBSA) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) dissolvida em 50 µl de PBS, emulsificada em 50 µl de 

adjuvante completo de freund (CFA) (Sigma-Aldrich) e suplementada com 4 mg/mL 

da cepa H37RA da Mycobacterium tuberculosis inativada pelo calor (Difco, Detroit, 

MI). No décimo quarto dia, outra imunização foi realizada com mBSA emulsificada 

em 50 µl de adjuvante incompleto de freund (IFA) (Sigma-Aldrich). Em paralelo, 200 

ng da toxina da bactéria Bordetella pertussis (Calbiochem, La Jolla, CA) foi injetada 

intraperitonealmente. O primeiro desafio articular foi realizado no dia 0, após a 

segunda imunização com a injeção de 100 mg de mBSA dissolvido em 20 µl de 

PBS, no joelho direito dos camundongos. Vinte e oito dias após, os camundongos 

foram redesafiados com uma segunda injeção intra-articular de 100 mg de mBSA 

dissolvido em 20 µl de PBS. Os joelhos direitos (escore articular) e primeiros 

molares superiores esquerdos (qPCR) foram analisados 14 e 21 dias após a 

infecção endodôntica experimental, que ocorreu dois dias após o redesafio articular 

(FIGURA 1). Os controles negativos incluíram camundongos com imunização 

sistêmica com mBSA (seguindo o protocolo descrito acima), mas desafiados com 

injeção de PBS nas articulações dos joelhos esquerdos, bem como animais não 

manipulados. Uma vez que não houve diferença entre os grupos controles, em 

nenhum dos parâmetros observados, todos foram agrupados em um só grupo 

controle. 

 

               Eutanásia 

 

 

 

FIGURA 1 - Delineamento: AR concomitante com lesão periapical 

 

 4.9 Avaliação da articulação 

Avaliaram-se as alterações articulares nos grupos experimentais, no 14º e 21º 

dias, removendo-se os joelhos e promovendo-se a avaliação histológica dos 

mesmos. As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% (pH 7.4), 
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descalcificadas por 30 dias em EDTA 14%, embebidas em parafina, cortadas e 

coradas em HE. Duas seções da articulação do joelho foram microscopicamente 

observadas por um único patologista, em ensaio sob ocultação, avaliando-se 

diferentes parâmetros, tais como: gravidade da hiperplasia sinovial, intensidade e 

extensão do infiltrado inflamatório e erosão óssea. Os valores foram somados para 

se obter um índice de artrite (variando de 0 a 9) (Queiroz-Junior et al., 2010).  

 

4.10 Avaliação da expressão de citocinas nas lesões perirradiculares

 O método escolhido para avaliação da expressão gênica foi a reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (qPCR), a qual, pela amplificação do cDNA 

obtidos a partir do mRNA, permitiu quantificar exatamente o número de cópias de 

cada mRNA presente nas amostras. 

. 

 4.11 Extração e quantificação do RNA 

 Após o sacrifício dos animais por deslocamento cervical, o dente e o tecido 

adjacente aos molares, submetidos ao procedimento operatório (experimental e 

controle), foram removidos e macerados separadamente para extração do RNA 

total, pelo método do TRIzol (GIBCO BRL Laboratories, Grand Island, N.Y., EUA), 

de acordo com instruções do fabricante. A quantificação do RNA foi feita em 

espectrofotômetro (Nanodrop ND-1000) (600nm) e o grau de pureza das amostras 

obtidas determinado pelo valor da relação 260/280.   

 

 4.12 Obtenção do cDNA 

A síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir do RNA total, 

utilizando-se um mix contendo desoxirribonucleotídeos fosfatados (DNTPs),  Oligo-

dT15 (Promega Corp.), Dithiothreitiol (DTT), água tratada com DEPC e tampão da 

enzima transcriptase reversa (Promega Corp., Madison WI). Doze microlitros de mix 

e 1µg de RNA de cada amostra foram adicionados a cada tubo. As amostras foram 

levadas ao termociclador Thermo Hybaid (PCR Express - UK) sob as condições 

padrão para cDNA: 70oC por 5 minutos, 4°C por 5 minutos, pausa para adição de 3 

µl da solução contendo a enzima (50U), 23°C por 5 minutos, 37°C por 1 hora, 90°C 

por 5 minutos e 5°C até o recolhimento das mesmas. Foi utilizado um volume final 

de 25 µl por reação. O cDNA foi armazenado em freezer a -20˚C até sua utilização. 
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4.13 Reação em cadeia da polimerase em tempo real 

 Numa primeira fase da análise da expressão gênica, utilizaram-se várias 

diluições dos iniciadores do gene normalizador 

Hypoxanthinephophoribosyltransferase (HPRT) e do cDNA para determinar as 

concentrações ideais de cada amostra. Em seguida, diferentes diluições dos 

iniciadores específicos para cada uma das citocinas – IL-1β, TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-

17A, RANK, RANKL, TGF-β, IL-10 e IL-4 (TABELA 1) − foram analisadas para 

determinar a concentração ótima dos mesmos em cada reação (Overbergh et al., 

2003). Estas concentrações foram utilizadas em todos os experimentos realizados. 

 As reações de qPCR foram realizadas no aparelho Step One Real Time PCR 

Systems, empregando-se o kit SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). Em cada poço de reação foram adicionados o cDNA, 

os primers específicos para cada determinação (5 µM), o master mix e água para um 

volume final de 15μl. Em seguida, as placas foram colocadas na máquina e as 

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

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

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

95°C com análise simultânea.  

 Para confirmar a especificidade das reações, analisaram-se as curvas de 

dissociação de todos os produtos amplificados. A expressão dos genes foi 

quantificada utilizando-se o método de Ct comparativo 2^- (ΔCt Tratamento - Δct 

Controle), que se baseia na comparação de expressão do gene-alvo (normalizado 

para o controle endógeno) entre os grupos experimentais e o grupo controle. A 

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

é atingido. Os resultados obtidos foram corrigidos automaticamente pelo Step oneTM 

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

fluorescência, medido nos primeiros ciclos da reação, antes da detecção da 

amplificação. O mRNA do HPRT de camundongo foi utilizado para normalizar todos 

os valores nos ensaios de qPCR, porque o mesmo não apresenta nenhuma variação 

na expressão nas condições analisadas. 

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

curvas de dissociação ao final de cada reação, para distinguir o sinal de 

fluorescência originado dos amplicons específicos, daqueles relacionados com 

dimerização de iniciadores ou outros artefatos. Os resultados foram expressos como 
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quantificação relativa, ou seja, expressa a variação relativa do gene em estudo do 

grupo experimental em relação ao grupo controle.   

 

TABELA 1: Sequência dos primers 

Gene  Sequência (5’ -3’)  pb  

HPRT FW : GTT GGA TAC AGG CCA GAC TTT GTT 

RV: GAT TCA ACT TGC GCT CAT CTT AGG C 

163 

TNF-α FW : ATC TTC TCA AAA TTC GAG TGA CCA 

RV: TGG AGT AGA CAA GGT ACA ACC C 

173 

TGF-β FW : TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACG 

RV: GGT TCA TGT CAT GGA TGG TGC 

170 

RANKL FW : CAT CCC ATC GGG TTC CCA TAA 

RV: CCT TAG TTT TCC GTT GCT TAA CGA C 

100 

RANK  FW : TGC TGG CAT GGT GAT GGA 

RV: GAA TGA TGC CAG GTG GTA GGA 

78 

IL-4 

 

FW : ACA GGA GAA GGG ACG CCAT 

RV: GAA GCC CTA CAG ACG AGC TCA 

95 

IL-17A FW : TGA GCT TCC CAG ATC ACA GA  

RV: TGC AGA ACG CCC TCA GAC TA  

101 

IL-10 FW : GGT TGC CAA GCC TTA TCG GA 

RV: ACC TGC TCC ACT GCC TT GCT 

191 

IFN-γ FW : CAA GTG GCA TAG ATG TGG AAG AA 

RV: TGG CTC TGC AGG ATT TTC ATG 

91 

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

RV: GAT CCA CAC TCT CCA GCT GCA  

152 

IL-6 FW : TTC CAT CCA AGT TGC CTT CTT G 

RV: TTG GGA GTG GTA TCC TCT GTG A 

102 

FW  ( forward pr imer ) ,  RV ( reverse pr imer ) ,  pb (pares de base)  
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4.14 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).  

Para os dados histológicos utilizou-se o teste de Mann Whitney, uma vez que 

a distribuição das amostras não apresentou normalidade.  

Os dados referentes à expressão gênica das citocinas foram analisados 

utilizando-se o Teste t Pareado entre o grupo não infectado (controle) e o grupo 

infectado, para avaliar a significância das diferenças observadas entre os grupos. E, 

entre os dois grupos de animais (C57BL/6 e IL17RA KO), utilizou-se o Teste de 

Wilcoxon.  

Em todas as análises, o nível de significância foi de 95%, sendo que um valor 

de p<0,05 foi considerado significativo.  
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5     RESULTADOS 

 

O primeiro objetivo deste estudo foi induzir AIA nas diferentes linhagens de 

animais, quais sejam camundongos selvagens (C57BL/6) e camundongos nocautes 

(IL-17RA KO), com e sem infecção endodôntica experimental. Os resultados obtidos 

demonstram que a AIA foi estabelecida em todos os grupos (FIGURA 5 e 6).  

Com o propósito de analisar se as infecções endodônticas experimentais 

interfeririam no desenvolvimento da artrite, cortes histológicos foram realizados dos 

quatro grupos propostos por este estudo. Observamos que todos os animais 

C57BL/6 AIA demonstraram lesões articulares mais bem desenvolvidas, com 

diferença estatisticamente significativa em relação aos controles, em 14 e 21 dias, 

submetidos ou não à infecção endodôntica experimental. Os animais não infectados 

não apresentaram diferença estatística nos dois tempos distintos (14 e 21 dias) em 

relação ao desenvolvimento da artrite. Já em relação aos animais submetidos à 

infecção endodôntica experimental, observou-se uma diminuição da artrite no 21º dia 

(FIGURA 2). 

Quando analisamos os animais IL-17RA KO AIA notamos que somente os 

animais não infectados, no 14º dia, não demonstraram lesões articulares bem 

desenvolvidas, com diferença estatisticamente significativa em relação ao controle. 

Entretanto, os outros animais evidenciaram lesões bem desenvolvidas, no 14º e 21º 

dias, submetidos ou não à infecção endodôntica experimental. Os animais não 

infectados e infectados não apresentaram diferença estatística nos dois tempos 

distintos (14 e 21 dias) em relação ao desenvolvimento da artrite (FIGURA 3). 

Nos animais IL-17RA KO AIA infectados, observou-se que, em ambos os 

tempos, houve diferença estatística em relação aos controles, mas não foi possível 

observar diminuição dos níveis da artrite no 21º dia, como observado no grupo 

anterior (FIGURA 3). Quando foram comparados os grupos, observou-se que os 

animais nocautes tiveram um escore articular reduzido no 14º dia, em relação aos 

animais C57BL/6, quando ambos foram infectados (FIGURA 4). 

As figuras 5 e 6 evidenciam as características histopatológicas do 

desenvolvimento da AIA em todos os grupos nos tempos estudados. No 14º dia, 

observamos, no grupo C57BL/6 AIA infectado e C57BL/6 AIA controle, acúmulos de 

células inflamatórias e vasos hiperemiados, nesse último animal. IL-17RA KO AIA 
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controle apresenta hiperplasia da membrana sinovial, áreas de maior acúmulo de 

células inflamatórias e vasos hiperemiados. O mesmo pode ser observado no grupo 

IL-17RA KO AIA infectado (FIGURA 5). 

Aos 21 dias, observou-se no grupo C57BL/6 AIA controle e C57BL/6 AIA 

infectado, presença de hiperplasia da membrana sinovial e acúmulos de células 

inflamatórias. IL-17RA KO AIA controle e IL-17RA KO AIA infectado apresentam 

hiperplasia da membrana sinovial, áreas de maior acúmulo de células inflamatórias e 

vasos hiperemiados (FIGURA 6). 
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FIGURA 2 - Score articular: C57BL/6 controle e C57BL/6 AIA não infectados e 

infectados em 14 e 21 dias. Teste de Mann Whitney (n=5). * p<0,05.  
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FIGURA 3 - Score articular: IL-17RA KO AIA não infectados e infectados em 14 e 21 

dias. Teste de Mann Whitney (n=5). * p<0,05.  
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FIGURA 4 - Score articular: C57BL/6 controle, IL-17RA KO, C57BL/6 AIA e IL-17RA 

KO AIA infectados em 14 e 21 dias. Teste de Mann Whitney (n=5). * p<0,05. 
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FIGURA 5 - Características histopatológicas das articulações de joelhos em camundongos C57BL/6, IL-17RA 

KO, C57BL/6 AIA e IL-17RA KO AIA com 14 dias após redesafio articular. A: C57BL/6 controle; B: C57BL/6 com 

infecção endodôntica; C: IL-17RA KO controle; D: IL-17RA KO com infecção endodôntica; E: C57BL/6 AIA 

controle; F: C57BL/6 AIA infectado; G: IL-17RA KO AIA controle; H: IL-17RA KO AIA infectado. Coloração em 

HE no aumento de 400X e o inserto em 40x. Barra: 50µm. * Hiperplasia da membrana sinovial.      

       : Acúmulo de células inflamatórias. ►:Vasos hiperemiados. 
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FIGURA 6 – Características histopatológicas das articulações de joelhos em camundongos C57BL/6, IL-17RA 

KO, C57BL/6 AIA e IL-17RA KO AIA com 21 dias após redesafio articular. A: C57BL/6 controle; B: C57BL/6 com 

infecção endodôntica; C: IL-17RA KO controle; D: IL-17RA KO com infecção endodôntica; E: C57BL/6 AIA 

controle; F: C57BL/6 AIA infectado; G: IL-17RA KO AIA controle; H: IL-17RA KO AIA infectado. Coloração em 

HE no aumento de 400X e o inserto em 40x. Barra: 50µm. * Hiperplasia da membrana sinovial.  

       : Acúmulo de células inflamatórias. ►:Vasos hiperemiados. 
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 Para contemplar o segundo objetivo deste estudo, as citocinas IL-1β, TNF-α, 

IFN-γ, IL-6, IL-17A, RANK, RANKL, TGF-β, IL-10 e IL-4 foram dosadas utilizando-se 

o qPCR para as amostras dos grupos I e II (C57BL/6 e IL-17RA KO) submetidos à 

infecção endodôntica, respectivamente (FIGURA 7). 

Observamos uma expressão gênica basal, dos níveis de mRNA, das citocinas 

TNF-α, IFN-γ, TGF-β e IL-10, em 14 e 21 dias no grupo I (p>0,05). E, níveis basais 

das citocinas IL-17A, TGF- β, IL-10 e IL-4 no grupo II, também em ambos os tempos 

avaliados (p>0,05). No grupo I, quando analisamos o 14º dia, observou-se uma 

diminuição da expressão de IL-6 em relação ao controle e um aumento de IL-17A. 

Por sua vez, no 21º dia, a expressão de IL-1β e IL-17A estavam aumentadas em 

relação ao controle. Porém, IL-6, RANK, RANKL e IL-4, evidenciaram uma 

diminuição nesse mesmo período de tempo. 

 No grupo II, notamos uma diminuição significativa da expressão de IL-6 em 

relação ao controle no 14º e 21º dias. RANK apresentou aumento no 14º dia em 

relação ao controle. Entretanto, quando analisamos o 21º dia, observamos aumento 

de TNF-α e IL-1β e, uma diminuição de IFN-γ, IL-6, RANK e RANKL em relação ao 

controle. Já quando comparamos os tempos analisados, observamos uma 

diminuição da expressão de IFN-γ, RANK e RANKL no 21º dia, e um aumento 

significativo de TNF-α, no mesmo periodo. 

 Quando comparamos os grupos I e II, observamos que IFN-γ, RANK, RANKL 

e IL-10 apresentaram expressão aumentada no grupo II infectado, no 14º dia, 

quando comparado ao grupo I, no mesmo período. A IL-17A também teve sua 

expressão aumentada no 21º dia, no grupo I, quando comparada com o grupo II, no 

mesmo período. Quando comparamos a IL-4 entre os grupos, observamos um 

aumento significativo da sua expressão no grupo não infectado (controle) dos 

animais C57BL/6 (grupo I), no 14º dia, em relação aos animais IL-17RA KO (grupo 

II), no mesmo período de tempo. O TGF-β apresentou expressão aumentada no 

grupo I infectado, no 14º dia, quando comparado ao grupo II, no mesmo período de 

tempo e condições. 
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FIGURA 7 – Expressão do mRNA das citocinas IL-1β, TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-17A, 

RANK, RANKL, TGF-β, IL-10 e IL-4 nos tecidos periapicais de camundongos 

C57BL/6 e IL-17RA KO com infecção endodôntica experimental, utilizando-se qPCR. 

A expressão relativa dos níveis de mRNA foi quantificada pela comparação com o 

gene constitutivo HPRT. Os dados foram expressos como a média ± erro padrão 

para 2 experimentos independentes, em duplicata. Teste T-pareado: Ψ = Não 

infectado (controle) X Infectado; λ = Não infectado (controle) 14 dias X Não infectado 

(controle) 21 dias; π = Infectado 14 dias X Infectado 21 dias; Teste de Wilcoxon:  

= C57BL/6 X IL17RA KO (respectivamente) - p< 0,05. 
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6    DISCUSSÃO 

  

A associação entre patologias orais, como a doença periodontal e a artrite 

reumatóide vem sendo estudada há tempos, mas dados conflitantes na literatura 

dificultam uma melhor compreensão dessa relação (Bartold et al., 2005; Golub et al., 

2006; de Pablo et al., 2009). A associação da AR com o desenvolvimento de lesões 

perirradiculares parece ser um capítulo recente na literatura científica.  

 O objetivo deste estudo foi avaliar o papel da IL-17 na patogênese das lesões 

perirradiculares. Selecionamos três modelos animais: um em que os efeitos da IL-17 

seriam “minimizados” (camundongos IL-17RA KO); outro em que sua expressão 

estivesse elevada (AIA), uma vez que na AR ocorre uma alta expressão desta 

citocina (Shen et al., 2009; Zhao et al., 2013); e outro em que sua expressão não 

sofresse alterações (camundongos C57BL/6). Nesses modelos, induziram-se lesões 

perirradiculares nos molares, seguindo-se  de análises histológicas das articulações 

dos animais, bem como avaliação da expressão gênica de citocinas nos dentes e 

tecidos perirradiculares. 

 Observaram-se que o modelo experimental de AIA crônica conseguiu ser 

estabelecido nas duas linhagens animais estudadas (IL-17RA KO e C57BL/6). Tais 

achados são corroborados por aqueles de Brackertz e colaboradores (1977) que 

relataram a suceptibilidade de camundongos C57BL/6 e Balb/c à AIA. Da mesma 

maneira, Doodes e colaboradores (2008) relataram que o aparecimento e a 

gravidade da doença foram semelhantes em camundongos selvagens e IL-17-/- 

(Balb/c background) em artrite induzida por proteoglicanos (PGIA). Esses autores 

sugeriram que a IL-17 não é absolutamente necessária para a artrite autoimune e 

que a produção de outros mediadores pró-inflamatórios é suficiente para compensar 

a perda de IL-17 em PGIA (Doodes et al., 2008), tal qual nossos resultados 

sugerem. 

  Nos animais C57BL/6 observaram-se diferença estatística entre os infectados 

e não infectados, nos tempos analisados, quanto à articulação com indução de AR 

(AIA) e a articulação controle. O mesmo pode ser relatado para os animais IL-17RA 

KO, onde somente no grupo dos não infectados, no 14º dia, não observaram-se 

diferença entre AIA e controle. Mas, quando comparados os animais C57BL/6 e IL-

17RA KO infectados, observaram-se estatisticamente um escore articular maior nos 
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animais selvagens que nos nocautes. Por sua vez, Nakae e colaboradores (2003) 

relataram que a indução de artrite induzida por colágeno (CIA) é marcadamente 

suprimida em camundongos IL-17-/-. Da mesma maneira, Park e colaboradores 

(2012) observaram que o bloqueio da IL-17 suprime a destruição articular e a 

inflamação na CIA. Em 2006, Röhn e colaboradores observaram incidência, 

gravidade reduzida e progressão lenta da doença após indução da CIA em 

camundongos imunizados com anticorpos anti-IL-17.  

Lesões periapicais são doenças inflamatórias osteolíticas comuns em 

resposta às infecções microbianas presentes no SCR (Yang et al., 2014). A maioria 

dos efeitos patogênicos microbianos sobre os tecidos periapicais opera via citocinas 

(Silva et al., 2007). Diversas pesquisas vêm sendo realizadas para identificar os 

mediadores inflamatórios envolvidos na atividade de reabsorção óssea, permitindo 

melhor compreensão da etiopatogenia das periapicopatias (Stashenko et al., 1987; 

Kawashima et al., 1999; Vernal et al., 2006; Fukada et al., 2009; Brito et al., 2012; 

Ferreira et al., 2015; Bambirra et al., 2015). Estudos anteriores demonstraram que o 

balanço entre mediadores pró e anti-inflamatórios determina a estabilidade ou 

progressão das lesões periapicais através da modulação de fatores 

osteoclastogênicos como RANKL e OPG (Menezes et al., 2008; Garlet et al., 2010a). 

Contudo, a rede de citocinas que opera no desenvolvimento das periapicopatias é 

mais complexa do que a dicotomia Th1/Th2 sugere, sendo sua patogênese 

influenciada por outros tipos e classes de mediadores (Garlet et al., 2010a, Graves 

et al., 2011; Araújo-Pires et al., 2014). Além dessa dicotomia, as células Th17 

emergem, tendo as mesmas propriedades pró-inflamatórias que envolvem uma série 

de infecções, doenças autoimunes e processos osteolíticos. Se por um lado as 

citocinas do tipo Th17 podem estimular a produção de outras citocinas com 

propriedades osteoclastogênicas (Takayanagi, 2012), por outro, as células Treg 

apresentam efeito supressivo na osteólise mediada por TGF-β e IL-10 (Garlet et al., 

2010b).  

Neste estudo, observaram-se que nos animais do grupo I (C57BL/6) os níveis 

de expressão gênica da IL-17A foram estatisticamente significantes, tanto no 14º 

quanto no 21º dia pós-infecção endodôntica. De maneira inversa, os níveis de 

expressão gênica da IL-6 foram significativamente reduzidos nos dois momentos. 

Estes resultados se correlacionam ao fato de que baixos níveis de IL-6 estimulariam 

a diferenciação de células Th17 (Zhou  et al., 2009). Ademais, a IL-6 é uma citocina 
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que estimula a formação de precursores dos osteoclastos e aumenta o número de 

osteoclastos, levando a um aumento na reabsorção óssea, indiretamente pelo 

aumento da produção de RANKL pelos osteoblastos (Balto et al., 2001; Taki et al., 

2007; Prso et al., 2007), fato este não observado neste estudo. Contudo, a IL-6 

exerce também efeitos anti-osteoclastogênicos sobre precursores dos osteoclastos 

(Taki et al., 2007). De maneira interessante, relata-se que a IL-6 estaria envolvida na 

produção de receptores antagonistas para IL-1 (Tilg et al., 1994) e, corroborando tal 

fato, os baixos níveis desta citocina são paralelos à elevada expressão da IL-1β 

observada no 21º dia. Ainda de importância neste grupo (C57BL/6), vê-se que os 

elevados níveis de expressão da IL-17A no 21º dia correlacionam-se a baixa 

expressão significativa de RANK e RANKL, no mesmo período. Contrariamente, 

relata-se que a IL-17 é uma citocina indutora da produção de RANKL (Kotake et al., 

1999; Sato et al, 2006). Acredita-se que na presença de um estímulo inflamatório, a 

expressão de RANKL aumenta nos tecidos periapicais, estimulando a atividade dos 

osteoclastos e a reabsorção óssea patológica (Kawashima et al., 2007; Menezes et 

al., 2008; Graves et al., 2011). Por sua vez, citocinas como IL-6 e TNF-α aumentam 

a expressão de RANKL (Beklen et al., 2007) e, neste estudo, ambas se encontram 

reduzidas ou em nível basal, respectivamente. Neste grupo, observaram-se uma 

correlação direta entre os elevados níveis de IL-17A e IL-1β, no 21º dia.  Tal fato se 

correlaciona à diferenciação e expansão das células T produtoras de IL-17 induzidas 

pela IL-1 (Leavy, 2006). Finalmente, a reduzida e elevada expressão gênica da IL-

17A nos grupos controle e infectado no 21º dia, respectivamente, se correlacionam à 

expressão inversa da IL-4 nos mesmos grupos, sugerindo que a IL-4 é a 

responsável pela modulação da IL-17A observada aqui. O papel da IL-4 na 

modulação de citocinas pró-inflamatórias não foi, contudo, demonstrado por outros 

autores (Sasaki et al., 2000; De Rossi et al., 2008; Maciel et al., 2012). Entretanto, 

tais autores não avaliaram a expressão da IL-17 naqueles estudos. Por sua vez, 

observaram-se uma expressão gênica basal nos níveis de mRNA das citocinas TNF-

α, IFN-γ, TGF-β e IL-10, no 14º e 21º dias, no grupo I (p>0,05). Contrariamente, 

estudos demonstraram uma expressão aumentada das citocinas TNF-α e IFN-γ nas 

lesões perirradiculares (Silva et al., 2005; De Sá et al., 2007; Kawashima et al., 

2007; Teixeira-Salum et al., 2010; Araújo-Pires et al., 2014), bem como das citocinas 

regulatórias IL-10 e TGF-β (Sasaki et al., 2000; De Rossi et al., 2008; Maciel et al., 

2012). É interessante observar que os níveis basais de IFN-γ, TGF-β e IL-10 nos 
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camundongos C57BL/6 sinalizam a interferência das células Th17 na dicotomia 

Th1/Th2. 

 No grupo II (IL-17RA KO), os níveis da IL-17A foram basais em ambos os 

grupos, controle e experimental, em ambos os tempos (14º e 21º dias). Tal qual 

observado no grupo I (C57BL/6), os níveis de IL-6 encontravam-se estatisticamente 

diminuídos no grupo infectado em relação ao controle, nos dois períodos avaliados. 

Por sua vez, os níveis basais da IL-17A correlacionam-se a níveis significativamente 

elevados de RANK e RANKL no grupo infectado em relação ao controle no 14º dia, 

de maneira oposta ao observado no grupo I, onde os níveis de IL-17A se 

encontravam elevados e aqueles de RANK e RANKL eram expressos de forma 

basal. A maior expressão de RANK e RANKL observada no 14º dia parece estar de 

acordo com os estudos de Kawashima e colaboradores (2007) e Menezes e 

colaboradores (2008) que relataram que a expressão aumentada dessas citocinas 

está relacionada aos estágios iniciais de expansão da lesão periapical. Sabe-se que 

o IFN-γ promove a diferenciação das células T CD4+ naives (virgens) em uma 

subpopulação Th1 e inibe a proliferação das células Th2, sendo a principal citocina 

efetora da resposta Th1 (Mosmann et al., 1986). Os níveis basais de IL-17A nos 

animais do grupo II correlacionam-se a uma expressão significativamente 

aumentada de IFN-γ no 14º dia, nos animais infectados em relação ao controle, que 

pode estar induzindo uma maior expressão de IL-1β e TNF-α no 21º dia. Ademais, 

os camundongos IL-17RA KO exibem um aumento significativo de neutrófilos e 

macrófagos comparados aos camundongos selvagens (AlSHwaimi et al., 2013). A 

cinética destas células nos camundongos IL-17RA KO leva a uma falha na resolução 

da inflamação (Anders & Ryu, 2011). Este maior número de macrófagos e 

neutrófilos, que são a principal fonte de produção de IL-1 e TNF-α, pode ser também 

o responsável pelos resultados observados neste grupo. Nos animais IL-17RA KO, 

os níveis basais de expressão da IL-17A correlacionam-se a níveis basais de 

expressão das citocinas regulatórias IL-10 e TGF-β. Tais achados podem se dever a 

regulação cruzada Th1/Th2 (Mosmann et al., 1986) na qual os elevados índices de 

expressão de IL-1β e TNF-α no 21º dia possam estar inibindo a expressão das 

citocinas regulatórias. Por sua vez, os níveis basais de IL-4 observados neste grupo, 

podem se relacionar à maior expressão de IFN-γ, no 14º e 21º dias, tal qual 

demonstrado por Čolíc e colaboradores (2006).  
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Ao se comparar os grupos I (C57BL/6) e II (IL-17RA KO) observaram-se que 

a expressão gênica da IL-17A encontra-se estatisticamente aumentada nos animais 

infectados do grupo I, em relação aos mesmos animais do grupo II, no 21º dia. 

Observa-se também uma expressão significativa de TGF-β no 14º dia, no grupo I em 

relação ao grupo II. Por sua vez, as citocinas IFN-γ, RANK, RANKL e IL-10 

encontravam-se aumentadas nos animais infectados nocautes, no 14º dia, em 

relação ao mesmo período, nos animais C57BL/6. Tal fenômeno talvez se relacione 

à redundância das citocinas, em que uma menor expressão da IL-17A nos animais 

IL-17RA KO seja compensada pela expressão de uma rede de outras citocinas (Prlic 

& Bevan, 2006).  

 O presente estudo evidencia a complexidade dos mecanismos envolvidos na 

imunopatogênese das periapicopatias. Uma variedade de respostas imunes ocorre 

nos tecidos periapicais, o que leva ao estabelecimento de diferentes interações 

celulares e liberação de mediadores simultaneamente. Avaliou-se aqui o papel da IL-

17 em três condições distintas, quais sejam: naquela em que sua expressão ocorreu 

de maneira normal (camundongos C57BL/6), quando diminuída (camundongos IL-

17RA KO) e sobreaumentada (camundongos em que se induziu um modelo de 

artrite – AIA). A análise histológica das articulações demonstrou um maior escore de 

destruição articular nos animais C57BL/6. Por sua vez, ao se avaliar a expressão 

gênica das citocinas, observou-se que a infecção endodôntica interfere nessa 

expressão, seja nos animais C57BL/6 ou naqueles IL17RA KO, mas de maneira IL-

17 dependente. Para se concluir de maneira mais aprofundada o papel da IL-17 nas 

lesões de origem endodôntica, nos resta finalizar as dosagens da expressão de 

mRNA das mesmas citocinas aqui avaliadas, nos animais AIA, onde a IL-17 

encontra-se em níveis elevados.  

. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Podemos concluir que o modelo experimental de AIA crônica pode ser 

estabelecido nas duas linhagens animais estudadas (IL-17RA KO e C57BL/6), 

evidenciando-se que a IL-17 não é absolutamente necessária para a artrite 

autoimune e que a produção de outros mediadores pró-inflamatórios é suficiente 

para compensar a perda de IL-17. Entretanto, não se observou influência da lesão 

periapical no desenvolvimento e manutenção da AR, o que pode estar relacionado 

ao período de indução da patologia oral, uma vez que a AIA já havia sido 

estabelecida. Este resultado nos sugere que novos estudos devem ser realizados 

com inversão dos períodos de indução das patologias, a fim de se avaliar se há 

influência da lesão periapical na indução da AR.  

 Em relação à expressão gênica das citocinas observou-se que a infecção 

endodôntica interfere nessa expressão, seja nos animais C57BL/6 ou naqueles IL-

17RA KO, mas de maneira IL-17 dependente, sugerindo uma possível participação 

da IL-4 na sua regulação. Além disso, a interferência das células Th17 na dicotomia 

Th1/Th2, ficou evidente. Entretanto, posteriormente, as dosagens da expressão de 

mRNA das citocinas aqui avaliadas, nos animais AIA, onde a IL-17 encontra-se em 

níveis elevados, nos permitirão concluir de maneira mais aprofundada sobre o papel 

da IL-17 nas patologias de origem endodôntica. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

- Realizar a dosagem das mesmas citocinas aqui citadas, em camundongos 

C57BL/6 e IL-17RA KO submetidos ao modelo experimental de AIA; 

 

- Realizar a análise das lesões perirradiculares por microtomografia 

computadorizada de todos os grupos, a fim de se compreender melhor a 

imunopatogênese da reabsorção óssea na infecção endodôntica em perfis 

imunes distintos. 
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- Brito, L.C.N.; Maciel, K. F.; Ribeiro-Sobrinho, A.P.; Vieira, L.Q. Expressão de 

citocinas em resposta às infecções endodônticas em pacientes portadores do vírus 

da imunodeficiência humana. In: XI Encontro Científico da Faculdade de Odontologia 

da UFMG e IX Encontro Mineiro das Faculdades de Odontologia, 2011, Belo 

Horizonte. XI Encontro Científico da Faculdade de Odontologia da UFMG e IX 

Encontro Mineiro das Faculdades de Odontologia, 2011.  

 

- Maciel, K. F.; Brito, L.C.N; Moreira-Junior, G.; Ribeiro-Sobrinho, A.P.; Vieira, L.Q. 

Expressão de citocinas em resposta à infecção endodôntica experimental em 

camundongos isentos de germes. In: 28 Reunião Anual da SBPqO, 2011, Águas de 

Lindóia. Brazilian Oral Research, 2011. 

 

Apresentação de trabalho: 

- Maciel, K. F.; Brito, L.C.N; Moreira-Junior, G.; Ribeiro-Sobrinho, A.P.; Vieira, L.Q. 

Expressão de citocinas em resposta à infecção endodôntica experimental em 

camundongos isentos de germes. 2011. (Apresentação de Trabalho/Congresso). 

 

Participação em bancas de trabalho de conclusão: 

- Tavares, W.L.F.; Viana, A.C.D.; Maciel, K. F. Participação em banca de Renata 

Carvalho Portes Lopes; Daliana Cristina P. Caixeta. Técnica Híbrida de Tagger: A 

escolha dos alunos do Instituto de Estudos da Saúde - IES. 2011. Monografia 

(Aperfeiçoamento/Especialização em Especialização em Endodontia) - Instituto de 

Estudos da Saúde. 

 

Participação em eventos: 

- 28ª Reunião Anual da SBPqO. Expressão de citocinas em resposta à infecção 

endodôntica experimental em camundongos isentos de germes. 2011. (Congresso).  
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infecções endodônticas em pacientes portadores do vírus da imunodeficiência 

humana. 2011. (Encontro)  
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Artigos completos publicados em periódicos: 

- Maciel, K. F.; Neves de Brito, L. C.; TAVARES, W. L. F.; Moreira, G.; Nicoli, J. R.; 

Vieira, L. Q.; Ribeiro Sobrinho, A. P. Cytokine expression in response to root canal 

infection in gnotobiotic mice. International Endodontic Journal, v. 45, 2012. 

 

2013 

 

Artigos completos publicados em periódicos: 

- Tavares, W.L.F.; De Brito, L.C.N.; Henriques, L.C.F.; Oliveira, R.R.; Maciel, K.F.; 

Vieira, L.Q.; Sobrinho, A.P.R. The Impact of Chlorhexidine-based Endodontic 

Treatment on Periapical Cytokine Expression in Teeth. Journal of Endodontics, v. 39, 

p.889-892, 2013. 

 

2014 

 

Resumos publicados em anais de congressos: 

- Bambirra Júnior, W.; Thebit, M. M.; Maciel, K. F.; Brito, L.C.N ; Vieira, L.Q.; Ribeiro-

Sobrinho, A.P. Avaliação da expressão perirradicular de integrinas e chaperones em 

resposta à infecção endodôntica. In: 31ª Reunião Anual da Sociedade Brasileira de 

Pesquisa Odontológica, 2014, Águas de Lindóia. Brazilian Oral Research. São 

Paulo, v. 28, 2014.  

 

http://lattes.cnpq.br/4311899333835868
http://lattes.cnpq.br/6809125371733700
http://lattes.cnpq.br/7957280416289536
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- Ferreira, S.B.P.; Oliveira, M.P.; Brito, L.C.N; Maciel, K. F.; Marteli Júnior, H.; Vieira, 

L.Q.; Ribeiro Sobrinho, A. P. Expressão de citocinas em lesão periapical de 

pacientes com anemia falciforme. In: 31a Reunião Anual da Sociedade Brasileira de 

Pesquisa Odontológica, 2014, Águas de Lindóia. Brazilian Oral Research. São 

Paulo, v. 28, 2014.  

 

- Thebit, M.M.; Maciel, K. F.; Bambirra Júnior, W.; Ribeiro Sobrinho, A. P.; Vieira, 

L.Q. Avaliação de expressão de Quimiocinas e seus receptores em resposta. In: 31a 

Reunião Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontológica, 2014, Águas de 

Lindóia. Brazilian oral research. São Paulo: Caboverde Tecnologia e Serviços Ltda., 

v. 28, 2014.  

 

- Parpinelli, B. C.; Maciel, K. F.; De Brito, L.C.N.; Thebit, M. M.; Bambirra Júnior, R, 

W. ; Vieira, L.Q.; Ribeiro-Sobrinho, A.P. Imunopatologia das infecções endodônticas. 

In: XXIII Semana de Iniciação Científica, 2014, Belo Horizonte. PRPQ, 2014.  

 

- Dias, A. S.; Maciel, K. F.; Silva, C.; Abdo, E.; Brito, L.C.N.; Carvalho, M. A.; Farias, 

L.; Ribeiro-Sobrinho, A.P.; Magalhães, P. Avaliação quantitativa da expressão de 

citocinas por pacientes com infecções odontogênicas graves. In: XXII Congreso 

Latinoamericano de Microbiología y 4 Congreso Colombiano de Microbiología, 2014, 

Cartagena - Colômbia. XXII Congresso Latinoamericano de Microbiologia - ALAM 

2014, Cartagena das Indias Colômbia. Hechos Microbiológicos. Antioquia: Escuela 

de Microbiología, v. 5, 2014. 

 

- Thebit, M.M.; Maciel, K. F.; Bambirra Júnior, W.; Vieira, L.Q.; Ribeiro Sobrinho, A. 

P. Avaliação da expressão de quimiocinas e seus receptores em resposta à infecção 

endodôntica experimental em camundongos isentos de germes. In: 12º Simpósio de 

pesquisa e iniciação científica da Univale, 2014, Governador Valadares. Anais do 

12º Simpósio de pesquisa e iniciação científica, 2014.  

 

- Silva, C.; Dias, A. S.; Maciel, K. F.; Abdo, E.; De Brito, L.C.N.; Carvalho, M. A.; 

Ribeiro-Sobrinho, A.P.; Farias, L.; Magalhães, P. Caracterização da expressão de 

citicnas em pacientes internados por infecções odontogênicas graves. In: XXIII 

Semana de Iniciação Científica / PRPQ, 2014, Belo Horizonte.  
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Apresentações de trabalho: 

- Ferreira, S.B.P.; Brito, L.C.N.; Maciel, K. F.; Oliveira, M. P.; Marteli Júnior, H.; 

Vieira, L. Q.; Ribeiro Sobrinho, A.P. Expressão de citocinas em lesão periapical de 

pacientes com anemia falciforme. 2014. (Apresentação de Trabalho/Congresso).  

  

Participação em bancas de trabalho de conclusão: 

- Lopes, R.C.P.; Tavares, W.L.F.; Maciel, K.F. Participação em banca de Ana 

Carolina Duarte; Victor Santos Pessoa. Avaliação da resistência à fratura dos 

instrumentos Wave One em utilização múltipla. 2014. Monografia 

(Aperfeiçoamento/Especialização em Especialização em Endodontia) - Instituto de 

Estudos da Saúde.  

 

Participação em eventos:  

- 31ª Reunião Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontológica. Expressão 

de citocinas em lesão periapical de pacientes com anemia falciforme. 2014. 

(Congresso). 

 

2015 

 

Resumos publicados em anais de congressos: 

- Espaladori, M.C; Maciel, K.F.; Bambirra, B.H.S.; Diniz, J.M.B; Vieira, L.Q.; 

Sobrinho, A.P.R. Perfurações experimentais de furca em animais germ free tratadas 

com MTA acrescido de Selênio: Análise da Resposta Imune. In: 32ª Reunião da 

Sociedade Brsileira de Pesquisa Odonológica, 2015, Campinas - SP. Brazilian Oral 

Research, 2015. v. 29. 

 

- Maciel, K. F.; Parpinelli, B.C.; Galvão, I; Queiroz-Júnior, C.M.; Freire, M.S.; De 

Brito, L.C.N.; Vieira, L.Q.; Sobrinho, A.P.R. Papel da IL-17 na imunopatogênese de 

lesões periapicais experimentais. In: 32ª Reunião da Sociedade Brasileira de 

Pesquisa Odontológica, 2015, Campinas - SP. Brazilian Oral Research, v.29, 2015. 

 

- Bambirra, B.H.S.; Diniz, J.M.B.; Maciel, K.F.; Espaladori, M.C; De Brito, 

L.C.N.; Vieira, L.Q.; Sobrinho, A.P.R. Efeito da associação MTA/ Selênio sobre 

viabilidade celular, aderência e atividade fagocitária de macrófagos M1 e M2. In: 32ª 

http://lattes.cnpq.br/6809125371733700
http://lattes.cnpq.br/7957280416289536
http://lattes.cnpq.br/6809125371733700
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Reunião Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontológica, 2015, Campinas 

- SP. Brazilian Oral Research, 2015. 

 

Artigos completos publicados em periódicos: 

- Ferreira, S.B.P.; De Brito, L.C.N.; Oliveira, M.P.; Maciel, K.F.; Marteli Júnior, H.; 

Vieira, L.Q.; Sobrinho, A.P.R. Periapical Cytokine Expression in Sickle Cell Disease. 

Journal of Endodontics, v.41, p.358-362, 2015. 

 

- Bambirra Júior, W.; Thebit, M.M.; Maciel, K. F.; De Brito, L.C.N.; Vieira, L.Q.; 

Ribeiro-Sobrinho, A.P. Assessment of apical expression of alpha2 integrin, heat 

shock protein, proinflammatory and immunoregulatory cytokines in response to 

endodontic infection. Journal of Endodontics, v.41, n.7, p.1085-1090, 2015. 
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