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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar a expressão gênica das citocinas pró-

inflamatórias (RANKL, TNF-α e IFN-γ) e regulatórias (TGF-β e IL-10) em 

resposta à infecção experimental em molares de camundongos Balb/c com os 

microrganismos Fusobacterium nucleatum (ATCC 10953) e Enterococcus 

faecalis (ATCC 19433), em mono ou em bi-associação.  Os animais foram 

sacrificados após 10 e 20 dias, e os tecidos periapicais coletados, dosando-se 

a presença das citocinas por PCR em tempo real. Observou-se que a mono-

infecção com o F. nucleatum induziu, no 10º dia, alta expressão de RANKL e 

TNF-α e que a modulação dessa resposta se deveu à IL-10.  O E. faecalis 

provocou uma alta expressão de IFN-γ no 20º dia, mas essa modulação 

observada na expressão do RANKL e TNF-α foi independente da IL-10 e TGF-

β. A bi-associação (F. nucleatum e E. faecalis) estimulou uma alta expressão 

das citocinas RANKL, TNF-α e IFN-γ, no 10º dia, que seria modulada pela 

presença aumentada do TGF-β.  Pode-se concluir que, neste modelo, a 

expressão gênica das citocinas pró-inflamatórias prevalece nos períodos 

iniciais de indução das alterações periapicais com concomitante redução no 

período tardio e isto se deve à modulação promovida pelas citocinas 

regulatórias IL-10 e TGF-β, mas de uma maneira infecção-específica. 

 

Unitermos: Citocinas, bactéria Gram-positiva, bactéria Gram-negativa, lesão 

periapical. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Evaluation of cytokine gene expression in response to experimental infection by 

Fusobacterium nucleatum e Enterococcus faecalis 

The aim of this study was evaluate the gene expression of 

proinflammatory (RANKL, TNF-α e IFN-γ) and regulatory (TGF-β e IL-10) 

cytokines in response to experimental infection in Balb/c mice molars by 

microorganisms Fusobacterium nucleatum (ATCC 10953) and Enterococcus 

faecalis (ATCC 19433) in single and bi association. The animals were sacrificed 

after 10 and 20 days, the periapical tissues were collected and the PCR real 

time dosed the cytokine expression. It was observed that the single infection 

with F. nucleatum induced high expression, on the 10º day, of RANKL and TNF- 

α and this response modulation was due to IL-10. E. faecalis caused high 

expression of IFN-γ at 20º day, but this modulation in RANKL e TNF-

αexpression was independent of IL-10 e TGF-β. The bi association (F. 

nucleatum e E. faecalis) encouraged high expression of RANKL, TNF-α e IFN-

γ, on the 10º day, would be modulated by TGF-β increased expression. It can 

be concluded that, in this model, gene expression of proinflammatory cytokines 

prevails in earlier periods of periapical changes induction with concomitant 

decrease in the late periods, and this is due to the regulatory cytokines IL-10 e 

TGF-β modulation, but in a way infection-specific. 

Unitherms: Cytokines, Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria, 

periapical lesion. 
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1. Introdução 

A infecção dos SCR é necessária e suficiente para que ocorra a 

instalação e o desenvolvimento de uma lesão perirradicular. Seu 

desenvolvimento dependerá, contudo, da composição da microbiota infectante, 

bem como da resposta do próprio hospedeiro (Ribeiro Sobrinho et al., 2002; 

Ribeiro Sobrinho et al., 2005). 

Os microrganismos e seus subprodutos ativam as células da imunidade 

inata e adaptativa que, em resposta, produzem citocinas, que são proteínas 

que medeiam muitas das funções dessas células (Hahn & Liewehr, 2007; 

Abbas et al., 2007). Suas ações podem estimular uma resposta pró-

inflamatória, como aquelas induzidas pela interleucina 1 (IL-1),  o fator de 

necrose tumoral-alfa (TNF-α), o Interferon-gama (IFN-γ), o ligante do receptor 

ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL), dentre outras. Também ativam 

uma resposta anti-inflamatória e os processos de cicatrização tecidual, como 

aqueles induzidos pela interleucina 4 (IL-4), a interleucina-10 (IL-10), o fator de 

crescimento e transformação (TGF-β), dentre outros. 

Em estudos posteriores a associação de diferentes bactérias resultou em 

perfis variados de liberação de citocinas, tanto na resposta imune inata quanto 

na adaptativa. Acredita-se que tal resposta depende das características dos 

componentes polimicrobianos, visto que bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas estimularam de forma distinta a produção de citocinas e quimiocinas 

por células imunes (Khabbaz et al., 2000; Horst et al., 2009; Huang et al., 2011) 

Neste contexto, avaliou-se a expressão de citocinas pró-inflamatórias 

(RANKL, TNF-α, IFN-γ) e regulatórias (IL-10 e TGF-β) em infecções 

endodônticas experimentais induzidas em camundongos Balb/c inoculados 

com Fusobacterium nucleatum e o Enterococcus faecalis, em mono ou em bi-

associação. 
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2. Revisão de Literatura 

O complexo dentino-pulpar encontra-se envolto pelo cemento e esmalte, 

que garantem-lhe proteção contra lesões físicas, químicas e biológicas. A 

transposição dessas barreiras de proteção, seja por fraturas, lesões cariosas, 

exposição pulpar, forames apicais e canais acessórios, é o caminho pelo qual 

os microrganismos chegam à polpa (Tronstad, 1992). A invasão dos 

microrganismos se dá pelos túbulos dentinários até o interior do sistema de 

canais radiculares, instalando-se uma infecção nestes sítios e desenvolvendo 

lesões periapicais (Haapsalo, 1993; Sundqvist, 1994; Gomes et al., 1996; 

Siqueira et al., 2001; Pinheiro et al., 2003).  

A destruição óssea periapical resulta da ativação de mecanismos 

imunoinflamatórios em resposta à infecção dos SCR. Esta correlação entre 

infecção e desenvolvimento das lesões perirradiculares foi demonstrada por 

Kakehashi et al. (1965). Eles compararam as respostas de polpas radiculares 

de ratos convencionais com aquelas dos isentos de germes quando expostas à 

cavidade oral. Observaram a presença de necrose pulpar e destruição óssea 

periapical somente nos ratos convencionais, portadores de uma microbiota 

residente. Nos animais isentos de germes houve formação de barreira 

mineralizada e reparo do tecido pulpar. Concluiu-se que a presença da 

microbiota é um fator determinante na evolução do processo patológico e que a 

formação das lesões ocorre após a infecção pulpar causada pela colonização 

de bactérias patogênicas e consequente ativação dos mecanismos de defesa 

do hospedeiro. 

As lesões periapicais resultam da ativação de reações inflamatórias 

específicas e não específicas. Essa resposta patológica envolve a ativação de 

uma extensa rede de mecanismos imunológicos: alguns agem primariamente 

para proteger a polpa e a região periapical, outros medeiam a destruição dos 

tecidos periapicais propiciando a reabsorção óssea (Stashenko et al., 1998). O 

estudo das respostas inflamatórias periapicais abrange múltiplos aspectos: a 

ecologia e patogenicidade bacteriana, as respostas imune inata e adquirida do 

hospedeiro, a regulação dessas respostas e seus efeitos nos tecidos, 

particularmente no osso (Ribeiro Sobrinho et al., 2002). Para conter a infecção 

bacteriana no interior do sistema de canais, monta-se uma estrutura 
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organizada em volta do ápice radicular, contendo células e mediadores da 

inflamação envolvidos nas respostas imunes inata e adaptativa. Porém, com a 

persistência e avanço da infecção, essa resposta protetora causará a 

destruição óssea tecidual (Kashashima et al., 1996; Stashenko et al., 1998, 

Takahashi et al., 1998).  

O osso é continuamente remodelado em eventos fisiológicos resultantes 

da atividade de diversas linhagens de células, incluindo, principalmente, 

osteoclastos e osteoblastos. Os osteoclastos têm a capacidade de reabsorver 

tecidos minerais; os osteoblastos são células que sintetizam uma matriz 

orgânica, que posteriormente será mineralizada. Essas células, 

progressivamente, se transformam em osteócitos, quando ficam confinadas em 

sua própria matriz. Tipos secundários de células como monócitos/macrófagos e 

células endoteliais também contribuem para o remodelamento ósseo pelo 

contato direto com células osteogênicas ou pela liberação de fatores solúveis, 

como as citocinas e os fatores de crescimento (Teitelbaum et al., 1997; Kwan 

Tat et al., 2004). 

A resposta imune inata é imediata e inespecífica, ocorrendo 

precocemente nos processos imunoinflamatórios, e se caracteriza pela 

fagocitose e apresentação dos antígenos. As principais células envolvidas 

nessa resposta são os neutrófilos polimorfonucleares (PMNs), os macrófagos e 

as células dendríticas (Kawashima et al., 1996; Stashenko et al., 1998; Kopitar 

et al., 2006). A resposta imune adaptativa, porém, é antígeno-específica e 

funciona para aumentar os mecanismos de proteção da resposta não 

específica, tendo como principais células os linfócitos B e T e as células natural 

killers (NK) (Marton & Kiss, 1993; Takahashi, 1998).  

Células da imunidade inata e adaptativa, quando ativadas por 

microrganismos e seus antígenos, são capazes de produzir citocinas, que são 

proteínas que medeiam muitas das funções dessas células (Abbas et al., 

2007). Podem atuar sobre receptores nas células que as produzem, é a 

chamada ação autócrina, e em outros tipos celulares como osteoblastos e 

osteoclastos, desenvolvendo ação parácrina e influenciando a função dessas 

células (Pereira, 2000). Muitas citocinas produzidas pelas células da imunidade 

inata também se expressam pelas células T ativadas durante a imunidade 
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adaptativa. A natureza da resposta imune adaptativa é, no entanto, 

predeterminada pela reação imune inata (Hahn & Liewehr, 2007).  

Existem citocinas cuja ação é pró-inflamatória e outras cuja ação é 

antiinflamatória. São citocinas com ação pró-inflamatória: IFN-γ, TNF-α,RANKL 

e as interleucinas (IL) como IL-1α, IL-1β, IL-12, IL-18. A produção dessas 

citocinas tem como objetivo principal ativar células efetoras, como os 

macrófagos, para eliminar os microrganismos fagocitados. São citocinas com 

ação antiinflamatória: IL-4, IL-10, IL-13 e fator de crescimento e transformação 

(TGF-β). Sua principal função é induzir a produção de imunoglobulinas por 

plasmócitos, que têm a capacidade de neutralizar as toxinas bacterianas, 

prevenir a aderência bacteriana ou opsonisar antígenos para posterior 

fagocitose por macrófagos (Abbas et al., 2007; Hahn & Liewer, 2007). 

RANKL é um mediador sintetizado pelos osteoblastos podendo existir na 

forma solúvel ou transmembrana. Seu principal papel na fisiologia óssea é 

estimular a diferenciação e ativação dos osteoclastos, além de inibir sua 

apoptose (Simonet et al., 1997; Lacey et al., 1998; Khosla, 2001; Ikeda et al., 

2001). RANKL associado ao fator estimulador de colônia de macrófago (M-

CSF) é necessário e suficiente para a completa diferenciação da célula 

precursora de osteoclasto em osteoclasto maduro (Yasuda et al., 1998; Yasuda 

et al., 1999). O trio de peptídeos formado pelo RANKL, osteoprotegerina 

(OPG), e o receptor ativador do fator nuclear Kappa B (RANK) estimula a 

diferenciação dos osteoclastos através do receptor RANK. A interação entre 

RANKL e RANK pode ser inibida competitivamente pela OPG, uma proteína 

solúvel produzida por osteoblastos (Yasuda, 1999). Essa correlação explica 

porque camundongos deficientes em OPG tiveram uma grave osteoporose, 

com grande redução da massa óssea (Mizuno et al., 1998), enquanto 

camundongos nockouts para o RANKL apresentaram osteopetrose grave e 

total perda de osteoclastos (Kong et al., 1999). Lin e colaboradores (2007) 

relataram que tanto RANKL quanto OPG têm interações diretas com os 

osteoclastos e que são mais efetivos na regulação da diferenciação do 

precursor celular em osteoclasto do que em sua atividade. Estudos recentes 

comprovam que a supressão do RANKL é dependente da produção de óxido 

nítrico (NO), um radical livre produzido por macrófagos inflamatórios e outros 
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tipos celulares (Rahnert et al., 2008). Demonstram, também, que o próprio 

RANKL induz a ativação da óxido nítrico sintase, enzima responsável pela 

produção do NO, atuando como um  feedback negativo para limitar a 

osteoclastogênese (Zheng et al., 2006). Silva et al. (2010) utilizaram 

camundongos deficientes em iNOS (portanto, não produtores de NO) nos quais 

induziram lesões periapicais. Verificaram que a deficiência da enzima resultou 

numa produção exagerada de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α) e 

moduladores da reabsorção óssea (RANK e RANKL), o que contribuiu para 

que se observassem uma reabsorção óssea periapical exagerada. 

TNF-α é uma citocina multifuncional, produzida principalmente por 

monócitos e macrófagos, mas também por osteoblastos. Juntamente com a IL-

1, é uma das mais importantes na etiopatogênese de doenças perirradiculares 

(Stashenko et al., 1998). Acredita-se que tem relevante papel na reabsorção 

óssea em doenças inflamatórias, pois osteoclastos induzidos por TNF-α, na 

presença de IL-1α, produziram áreas de reabsorção em lâminas de dentina in 

vitro (Kobayashi et al., 2000). Esta citocina é capaz de mediar a diferenciação 

osteoclástica por RANKL, por meio de um mecanismo autócrino (Zou et al., 

2001). Também estimulam osteoclastos a reabsorverem osso, in vitro 

(Thomson et al., 1987; Lader & Flanagan, 1998), e in vivo (König et al., 1988; 

Azuma et al., 2000). Já se observou a expressão de TNF-α na inflamação 

periapical (Torabinejad, 1994; Takahashi, 1998; Seymour & Gemmel, 2001). 

Zhang et al. (2003) demonstraram que a IL-1 e, mais particularmente o TNF-α, 

são importantes para o processo de indução da reabsorção radicular em ratos. 

Promovem a migração de macrófagos e neutrófilos para o sítio de infecção 

ativando essas células (Satashenko et al., 1998; Locksley et al., 2001; 

Xanthoulea et al. 2004, Silva et al., 2005). 

O IFN-γ é produzido por células NK e linfócitos CD8+ e CD4+ e tem 

papel importante na resposta imune inata e adaptativa (Silva et al., 2008; Hahn 

& Liewer, 2007). Componentes microbianos, como os lipopolissacarídeos 

(LPS), juntamente com essa citocina, são capazes de ativar macrófagos 

(Mosser, 2003). A presença de células de memória produzindo IFN-γ teria um 

importante papel nas infecções recorrentes, estimulando a atividade fagocitária 

diretamente (Ribeiro Sobrinho et al., 2002). IFN-γ ativa macrófagos, APCs e 
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potencializa ações do TNF-α nas células endoteliais. Acredita-se que essa 

citocina é inibida pela produção de NO, já que a deficiência desse radical livre 

aumenta a produção de IFN- γ (Gao et al., 2007) 

 Os linfócitos T-helper (Th) podem ser polarizados em diversos tipos, 

com funções diferentes: Th1, Th2, Th17 ou T-regulatório (Vernal et al., 2008). A 

resposta imune do tipo Th1, mediada pelo IFN-γ, se envolve na progressão da 

lesão e reabsorção óssea, os mecanismos imunorregulatórios (Treg) são 

mediados pelo fator de crescimento e transformação beta (TGF-β), pela IL-10, 

e pelas citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5) responsáveis pelo processo de cura e 

restrição dos mecanismos imune e inflamatório ( Kawashima & Stashenko, 

1999; Colic et al., 2009; Colic et al., 2010). Macrófagos e células dendríticas 

são apresentadores de antígenos muito importantes nas doenças inflamatórias 

crônicas, incluindo as lesões periodontais e periapicais; também são as 

maiores fontes de IL-10 (Cutler & Jotwani, 2000; Lukic et al., 2006;  Colic et al., 

2009). A IL-10 liga-se à síntese de colágeno e proliferação celular mediando a 

polarização dos macrófagos para o subtipo 2 (Bogdan et al., 1991; Mosser, 

2003; de Oliveira Mendes et al., 2003; Bronte & Zanovello, 2005). Inibe a 

ativação de osteoclastos na lesão periapical (Satashenko et al., 1998; 

Kawashima & Stashenko, 1999) e as funções de macrófagos e células 

dendríticas, atuando como uma citocina regulatória do processo inflamatório 

(Hahn & Liewer, 2007) 

O TGF-β é secretado por linfócitos T ativados, linfócitos T regulatórios, 

antígenos e monócitos estimulados por LPS (Hahn & Liewer, 2007). Está 

presente na matriz óssea e funciona como um fator de estímulo aos 

osteoblastos. Quando a referida matriz é reabsorvida, libera-se esse fator 

estimulando a proliferação dos osteoblastos e a formação óssea (Howard et al., 

1981; Martin & Sims, 2005). Está presente na dentina humana (Finkelman et 

al., 1990; Zhao et al., 2000) e aí desempenha múltiplos papéis na formação e 

reparo do complexo dentinopulpar (Smith, 2003). Essa citocina também age 

como um importante regulador da quimiotaxia, ativação e sobrevivência de 

células imunocompetentes como os linfócitos, macrófagos e granulócitos. 

Dessa forma, controlam o início e a resolução das respostas inflamatórias (Li et 

al., 2006). Desativa macrófagos, causando a deposição de matriz e o 
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remodelamento tecidual, por secretar a matriz metaloproteinase (MMP), 

colágeno e integrinas (Hahn & Liewer, 2007).  

Os odontoblastos estendem seus processos celulares pelos túbulos 

dentinários, onde existem receptores para TGF-β1 (Smith et al., 1998; Sloan et 

al., 1999) e para microrganismos , receptores Toll-like (TLRs) (Veerayutthwlai 

et al., 2007). Horst et al. (2009) realizaram um estudo, in vitro, para elucidar a 

importância do TGF-β1 na modulação das respostas dos odontoblastos às 

bactérias orais. Observaram que o TGF-β1 inibe a expressão de TLRs nos 

odontoblastos e consequentemente reduz a produção de citocinas inflamatórias 

em resposta às bactérias orais. O balanço, pois, entre os sinais inflamatórios 

dos TLRs e as atividades antiinflamatórias do TGF-β1 teria papel chave no 

desenvolvimento das inflamações pulpares. O capeamento pulpar direto com 

TGF-β1 possibilitou também a cura de tecidos pulpares, aumentando a 

formação de dentina reparadora em dentes de animais (Hu et al. 1998, Tziafas 

& Papadimitriou, 1998; Zhang et al., 2008).   

A gravidade das doenças periapicais varia amplamente entre os 

indivíduos. Isso estaria associado à resposta do hospedeiro, bem como à 

composição da microbiota infectante (Ribeiro Sobrinho et al., 2005). Huang et 

al. (2011)  avaliaram, in vitro, as citocinas produzidas por macrófagos e células 

dendríticas (imaturas e maduras) em resposta  a desafios polimicrobianos 

orais. Os resultados demonstraram que havia diferenças claras na capacidade 

das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas estimularem citocinas e 

quimiocinas. A associação de duas bactérias diferentes também resultou em 

perfis variados de liberação de citocinas, tanto na resposta imune inata quanto 

na adaptativa. Acredita-se que tal resposta depende das características dos 

componentes polimicrobianos. Bactérias Gram-negativas, dos gêneros 

Prevotella, Porphyromonas e Fusobacterium, e seu LPS, recuperadas de 

lesões cariosas estavam fortemente associadas à dor e à hipersensibilidade 

térmica (Massey et al., 1993;, Khabbaz et al., 2000; Hahn & Liewehr, 2007). 

Também Horst e colaboradores (2009) afirmaram que os odontoblastos 

humanos são mais responsivos às bactérias Gram-negativas como a P. 

intermedia e o F. nucleatum. Quando estimulados in vitro, os odontoblastos 

aumentam a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-8 e TNF-α. Já o 
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ácido lipoteicoico isolado de bactérias Gram-positivas, como o E. faecalis, 

estimula a liberação de TNF-α, IL-1 e IL-8 por leucócitos.  

O desenvolvimento e aperfeiçoamento das técnicas de isolamento e 

cultivo de anaeróbios obrigatórios aumentou o interesse sobre o papel de tais 

microrganismos na patogênese das infecções endodônticas. Pode-se então 

demonstrar que as infecções endodônticas têm um caráter polimicrobiano, 

sendo constituídas, principalmente, por bactérias anaeróbias Gram-positivas e 

Gram-negativas (Sundqvist, 1994; Dahlén, 2002).  Sundqvist (1976), utilizando 

técnicas de isolamento adequadas e cultivo anaeróbio, avaliou 32 dentes com 

necrose pulpar. Observou radiograficamente, em 19 dentes, a presença de 

lesão perirradicular. Curiosamente, os microrganismos foram recuperados 

apenas desses dentes e, em sua maioria (90%) eram espécies anaeróbias 

obrigatórias.  

As técnicas baseadas em cultura microbiológica apresentam, contudo, 

limitações, pois possuem moderada sensibilidade e especificidade, dificuldade 

de detecção de microrganismos anaeróbios fastidiosos, mais tempo para sua 

execução, exigência de condições controladas durante a coleta e transporte 

dos espécimes clínicos para assegurar a viabilidade dos microrganismos. 

Algumas dessas limitações podem levar a resultados que não refletem a real 

composição microbiana de determinada infecção (Siqueira & Rôças, 2005). 

As técnicas de biologia molecular proporcionam melhor custo benefício, 

especificidade e sensibilidade para avaliar o perfil microbiológico de doenças 

orais, incluindo infecções endodônticas e periodontais (Sedgley et al., 2006; 

Seol et al., 2006). Essa tecnologia permitiu a identificação de alguns filotipos 

bacterianos incultiváveis ou até mesmo desconhecidos, o que propiciou um 

melhor entendimento da microbiota oral, incluindo as infecções endodônticas 

(Fouad et al., 2002; Rocas et al., 2004). São exemplos de espécies 

microbianas recuperadas de infecções endodônticas que não haviam sido 

isoladas anteriormente, apenas o foram após a disponibilidade dos métodos 

moleculares: B. forsythus, Prevotella tannerae e Treponema denticola (Jung et 

al., 2001; Rôças et al.,2001). Outras espécies bacterianas de difícil crescimento 

como P. endodontalis, Slackia exígua, Mogibacterium tinidum e Eubacterium 
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saphenum vêm sendo detectadas em altas prevalências desde então (Siqueira 

et al., 2001). 

Brito et al. (2007) utilizaram a técnica de hibridização DNA-DNA 

(“Chekerboard”) associado ao Multiple Displacement Amplification (MDA). O 

MDA permite que se amplifique o material genômico das amostras inicialmente 

recuperadas, em até mil vezes, tornando-se possível atingir os níveis de 

detecção da técnica de hibridização DNA-DNA que é acima de 104 células. 

Esse método possibilitou a análise de sondas bacterianas quanto à presença 

de 77 espécies em amostras recuperadas de infecções endodônticas. Esses 

autores confirmaram o caráter polimicrobiano das infecções endodônticas, e 

obtiveram, pela primeira vez, um grande número de espécies por canal 

radicular infectado (aproximadamente 50) de maneira semelhante à observada 

nos sítios da doença periodontal.  

Alguns fatores influenciariam o crescimento bacteriano e sua colonização 

nos SCR infectados. A disponibilidade de nutrientes, a baixa tensão de 

oxigênio (potencial redox), a temperatura e o pH, presentes em polpas 

necróticas, são determinantes no processo de seleção bacteriano.  Outro fator 

importante neste processo seletivo é a interação bacteriana que pode ser 

cooperativa (sinergismo) ou competitiva (antagonismo) (Sundqvist, 1992; 

Siqueira  et al., 2002). 

A disponibilidade de nutrientes é fator crucial para o estabelecimento da 

microbiota no SCR. Sua fonte pode ser o tecido pulpar desintegrado e/ou os 

fluidos tissulares. As bactérias sacarolíticas podem obter energia pela 

fermentação de carboidratos. Como no interior do SCR há deficiência desses 

nutrientes elas possuem menor chance de crescimento (Gomes et al., 1994). 

Muitos microrganismos (bactérias assacarolíticas) podem utilizar aminoácidos e 

peptídeos como fonte de energia, pois são aptos a se multiplicarem no interior 

dos SCR (Sundqvist, 1994; Gomes et al., 1994). Algumas espécies também 

podem utilizar metabólitos produzidos por outros integrantes da comunidade 

microbiana como fonte de energia (Grenier & Mayrand, 1986). Os 

microrganismos que colonizam o terço apical do SCR obtêm nutrientes 

(vitaminas, hormônios e componentes do sangue) diretamente do hospedeiro 

(Siqueira et al., 2004). 
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Sabe-se que as interações bacterianas são determinantes ecológicos 

importantes que regulam o estabelecimento de uma microbiota infectante nos 

SCRs. Produtos do metabolismo bacteriano favorecem ou inibem o 

crescimento de outras espécies (Sundqvist, 1994). Em associações positivas, 

uma espécie pode ajudar outra, produzindo fatores de crescimento, alterando 

as condições físico-químicas do ambiente ou providenciando um sítio de 

ligação para uma segunda espécie (Socransky et al., 1988).  

Uma espécie também pode produzir substâncias antagônicas, competir 

por nutrientes ou destruir sítios de ligação de uma segunda espécie nas 

associações negativas. Avaliando a influência da produção de substâncias 

antagonistas na colonização do SCRs, Ribeiro Sobrinho et al. (2001) 

verificaram grande antagonismo entre Gemella morbillorum e Bifidobacterium 

adolescentis, Clostridium butyricum e Fusobacterium nucleatum.  B. 

adolescentis inibia o crescimento de F. nucleatum. O F. nucleatum,por sua vez, 

apresentou auto-antagonismo e inibiu o crescimento de G. morbillorum. Os 

autores observaram ainda que o C. butyricum não produzia substância 

antagônica a nenhuma das bactérias testadas. Já Caires et al. (2007) 

verificaram que C. butyricum induziu um antagonismo no crescimento do F. 

nucleatum e do B. adolescentis, e demonstraram que a substância responsável 

por isso provavelmente era de natureza não protéica, pois se mostrou termo-

resistente. 

O F. nucleatum é uma bactéria Gram-negativa anaeróbia estrita e, 

segundo Sundqvist (1992), é a espécie mais isolada em canais radiculares 

infectados. Em experimentos periodontais, F. nucleatum está presente na 

cavidade oral saudável (Lo Bue et al., 1999; Paster et al., 2001; Aas et al., 

2005) e doente (Dzink et al., 1985; Moore et al., 1985). Sua persistência está 

associada à falha do tratamento periodontal (Paster et al., 2001, Van der 

Velden et al., 2003), sugerindo um papel como patógeno oportunista (Handfield 

et al., 2008). Em células do epitélio oral, F. nucleatum e os componentes de 

sua parede celular agiriam como potentes estimuladores de citocinas pró-

inflamatórias, quimiocinas e peptídios antimicrobianos (Krisanaprakornkit et al., 

2000; Huang et al., 2004; Hasegawa et al., 2007). Em células dendríticas 

maduras, a associação do F. nucleatum com a Porphyromonas gingivalis e 
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com a Porphyromonas intermedia, resultou em aumento significante dos níveis 

de IL-6 e TNF-α (Huang et al., 2011). Demonstrou-se também, a capacidade do 

F. nucleatum em induzir apoptose em células de lifonodos de camundongos 

gnotoxênicos submetidos à infecção endodôntica e em ensaios, in vitro (Ribeiro 

Sobrinho et al., 2005). Esse microrganismo, associado ao Bifidobacterium 

adolescentis e Clostridium butyricum em infecções endodônticas 

experimentais, induziu a expressão de IL-4 e IFN-γ (Ribeiro Sobrinho et al., 

2002).   

O Enterococcus faecalis é um anaeróbio facultativo, Gram-positivo, 

freqüentemente isolado de canais radiculares. Sua presença em dentes 

refratários ao tratamento endodôntico fez com que muitos lhe imputassem a 

responsabilidade por tal fato (Molander et al., 1998; Sundqvist et al., 1998; 

Pinheiro et al., 2003; Siqueira & Rôças, 2004, Pirani et al., 2008; Vianna et al., 

2008). Sua prevalência nas infecções endodônticas recorrentes é alta, variando 

de 56% (método de cultura) (Perciuliene et al., 2000) a 77% quando o método 

de detecção foi o PCR padrão (Siqueira & Rôças, 2004). Essa freqüência tem 

sido atribuída a sua habilidade em sobreviver em ambientes hostis e ao seu 

amplo espectro de resistência a antibióticos (Pimentel et al., 2007). O E. 

faecalis possui numerosos fatores de virulência que possibilitam a colonização, 

competição com outras bactérias, resistência a mecanismos de defesa e a 

produção de toxinas que direta ou indiretamente induzem a inflamação 

(Kayaoglu & Ørstavik, 2004; Deng et al., 2009). Sedgley e colaboradores 

(2005) encontraram maior incidência do E. faecalis em amostras coletadas de 

soluções orais quando analisadas por PCR quantitativo (qPCR), do que por 

análises que se utilizam de técnicas de cultura. O qPCR também demonstrou 

maior sensibilidade: Williams et al. (2006) coletaram amostras durante o 

tratamento endodôntico e avaliaram a presença microbiana por qPCR e técnica 

de cultura. O qPCR detectou significativamente mais dentes positivos para o  

E. faecalis do que a técnica de cultura. Observaram também, os autores, que o 

E. faecalis foi três vezes mais prevalente em infecções recorrentes comparadas 

às primárias. 

Para realização do estudo do desenvolvimento e progressão de lesões 

perirradiculares, são utilizados diversos modelos. Stashenko et al. (1994) 



20 

 

desenvolveram um importante modelo murino. Promoveram a abertura 

coronária e exposição pulpar à cavidade oral em molares de camundongos e 

detectaram que 2 dias após o procedimento observava-se necrose pulpar e 

pequena rarefação óssea; 7 dias após apresentava-se destruição óssea 

substancial e altas quantidades de citocinas pró-inflamatórias como IL-1α e 

TNF-α, sendo esta fase chamada ativa; 20 dias depois do procedimento, a 

destruição óssea ocorria de forma lenta, chamada fase crônica. Nosso trabalho 

foi desenvolvido baseado nesse modelo.   
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3. Objetivo 

Mensurar, por meio do PCR em tempo real, a expressão gênica de 

citocinas pró-inflamatórias (RANKL, TNF-α, IFN-γ) e regulatórias (TGF-β e IL-

10), nos tecidos perirradiculares adjacentes à molares de camundongos Balb/c, 

infectados com o Fusobacterium nucleatum, Enterococcus faecalis e a 

associação desses microrganismos no 10º e 20º dias após a inoculação.  
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4. Materiais e Métodos 

4.1 Caracterização do estudo 

 O presente estudo avaliou os efeitos da inoculação bacteriana em canais 

radiculares de camundongos e a respectiva resposta perirradicular adjacente. 

Para tal, uma bactéria Gram-negativa (F. nucleatum), uma Gram-positiva (E. 

faecalis) e ambas em associação foram utilizadas. Os animais foram 

sacrificados em dois momentos: 10 e 20 dias após a inoculação. Os tecidos 

perirradiculares foram então extraídos e analisados quanto à expressão de 

citocinas pró-inflamatórias e regulatórias. O protocolo experimental foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA-UFMG) 

número 152/10. 

4.2 Animais 

Trinta camundongos Balb/c, fêmeas, com idade aproximada de oito 

semanas, obtidos no Centro de Bioterismo (CEBIO) da Universidade Federal 

de Minas Gerais, Belo Horizonte/Brasil, foram mantidos em biotério com 

barreiras, comida e água ad libitum. 

4.3 Microrganismos 

 Utilizaram-se as amostras de referência do F. nucleatum (ATCC 10953) 

e do E. faecalis (ATCC19433) gentilmente cedidas pelo Laboratório de 

Microbiologia Oral e Anaeróbios (Instituto de Ciências Biológicas – ICB – 

UFMG, Belo Horizonte, Brasil). 

4.4 Procedimentos operatórios e laboratoriais 

4.4.1 Recuperação dos microrganismos 

 As amostras de F. nucleatum e E. faecalis, que se encontravam 

congeladas em caldo brucela com 10% de glicerol a - 80ºC, foram recuperadas 

em ágar BHI-S suplementado com sangue equino, extrato de levedura, hemina 

e menadiona e incubados a 37ºC, por 48 horas, em câmara de anaerobiose 

contendo atmosfera de 85% N2, 10% H2 e 5% CO2 (Forma Scientific Inc., 
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Marietta, OH) e em microaerofilia pelo método da vela. Após confirmação 

morfotinturial da pureza das amostras, fez-se a preparação dos inóculos.  

4.4.2 Preparo do Inóculo 

As espécies bacterianas crescidas em BHI-S foram repicadas em caldo 

BHI-S suplementado com extrato de levedura, hemina e menadiona e 

incubadas, como descrito anteriormente, por 48 horas. Confirmado o 

crescimento, a concentração do inóculo foi ajustada para 107 UFC/mL 

(Fabricius et al., 1982). Alíquotas de 25 microlitros foram introduzidos nos SCR 

dos animais correspondendo assim a uma concentração de 105 UFC/mL 

(Ribeiro Sobrinho et al., 2001; Ribeiro Sobrinho et al., 2002; Melo Maltos et al., 

2003; Silva et al., 2008). 

4.4.3 Procedimento experimental: 

Inicialmente os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente 

com uma solução de 10 mL de Ketamina [10%] (Dopalen®Vetbrands Ltda -SP,  

Brasil) e 7,5 mL de Xilazina [2%] (Anasedan®Vetbrands Ltda -SP ,  Brasil), 

utilizando-se a dosagem de 100mg/ kg (Silva et al., 2008). Em seguida, sob o 

microscópio de uso odontológico (Alliance, SP, Brasil), abriu-se o primeiro 

molar superior direito (controle) com fresas tronco-cônicas número ¼, sob 

baixa rotação. O tecido pulpar foi desorganizado utilizando-se limas K, números 

8 e 10 e selado com material restaurador provisório a base de óxido de zinco e 

sulfato de zinco (Coltosol®). O dente homólogo (do lado esquerdo) foi 

submetido ao mesmo procedimento sendo selado após receber os 

microrganismos. 

4.4.4 Inoculação bacteriana 

Vinte e cinco microlitros do caldo contendo o Fusobacterium nucleatum 

e/ou Enterococcus faecalis em mono ou bi-associação foram inoculados nos 

SCR dos animais utilizando-se seringas PPD. Em seguida, as cavidades 

coronárias foram seladas. 
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4.4.5 Sacrifício dos animais e extração das amostras 

 Após 10 e 20 dias, os animais foram sacrificados por deslocamento 

cervical. Os molares superiores (esquerdo e direito), juntamente com os tecidos 

periapicais adjacentes, foram extraídos e inseridos em eppendorfs, contendo 

250 μL de solução de Trizol (GIBCO BRL Laboratories, Grand Island-N.Y., 

EUA). Realizou-se então a trituração das amostras em aparelho elétrico (IKA 

T10 basic – Merse – SP, Brasil), mantendo-as em freezer -20ºC para posterior 

extração do RNA. 

 4.5.6 Extração do RNA  

Aos eppendorfs, contendo as amostras, foram adicionados 200μL de 

clorofórmio. Em seguida, elas foram centrifugadas por 15 minutos a 12,000 x g 

a 4ºC. A fase aquosa obtida foi transferida para outro eppendorf, adicionando-

se 250 μL de isopropanol (Merck, São Paulo). A mistura foi incubada na estufa 

BOD (Q-315D, Quimis®) a 25ºC, por 15 minutos e centrifugada por 10 minutos 

a 12,000 x g a 4ºC promovendo-se a precipitação do RNA. O sobrenadante foi 

descartado e adicionados 250μL de etanol 75% sendo vortexado e 

centrifugado a 10,000 x g a 4ºC por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante 

e os tubos foram emborcados por 15 minutos em média para escoamento de 

todo o líquido. Adicionou-se, então, 25μL de água de alta qualidade tratada 

com DEPC (dietil pirocarbonato, SIGMA® Chemical Co., Louis, MO, EUA). As 

amostras foram congeladas em freezer a -80ºC. 

 4.4.7 Quantificação do mRNA 

 A solução contendo o mRNA foi lida em espectofotômetro (Nanodrop® 

/ND 1000 Wilmington-Delaware, EUA) com comprimento de onda 260/280 DO. 

Utilizando-se a fórmula [mRNA-mg/mL]= DO260 x diluição x 40, obteve-se a 

quantificação do mRNA de cada amostra. 

 4.4.8 Obtenção dos cDNAs 

Sintetizou-se o cDNA pela transcrição reversa, utilizando-se 2 μg de 

RNA, como descrito por Silva et al. (2008). As condições padrão da reação de 

PCR foram as que se seguem: 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de 95°C por 15 
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segundos, 60°C por 1 minuto; e 95°C for 15 segundos, 60°C por 1 minuto, e 

95°C por 15 segundos. 

4.4.9 Detecção e quantificação das citocinas 

As sequências de primers utilizadas para a detecção das citocinas 

encontram-se na Tabela 1.   

Iniciadores Sequência 5’- 3’ BP 

HPRT  
FW: GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT 
RV:GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC 

 

162 

TNF- α  
FW: ATCTTCTCAAAATTCGAGTGACCA 
RV: TGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

 

171 

TGF- β  
FW: TGACGTCACTGGAGTTGTACG 
RV: GGTTCATGTCATGGATGGTGC 

 

169 

RANKL  
FW: CATCCCATCGGGTTCCCATAA 
RV: CCTTAGTTTTCCGTTGCTTAACGAC 

 

103 

IL-10  
FW: GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 
RV: ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 

 

190 

IFN-γ  
FW: CAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 
RV: TGGCTCTGCAGGATTTTCATG 

 

90 

 

  

Tabela 1: Primers utilizados para detecção da expressão de citocinas. 

FW (forward primer), RV (reverse primer), BP (Pares de Base) 
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As reações da PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o 

Step One Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA), empregando-se o SYBR-Green detection system (Applied 

Biosystems). O gene hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) foi 

amplificado e utilizado para normalizar os níveis de expressão do mRNA. 

Todas as amostras foram corridas em duplicata em um volume de reação de 

20 μl com 1 μg do cDNA. Utilizou-se o Sequence Detection Software, version 

v 2.0 (Applied Biosystems) na análise dos dados após a amplificação. Os 

resultados foram obtidos como valores do limiar do ciclo (threshold cycle - 

Ct), que representa quantas vezes cada sinal de fluorescência passa por um 

limiar fixo. Os níveis de expressão foram calculados pelo método do ΔΔCt. 

Os valores de Ct são a média de duas medidas independentes, e os níveis 

de expressão do mRNA das amostras são a razão entre a expressão do 

gene de interesse e o HPRT. Todos os dados foram analisados utilizando-se 

o SPSS Statistical Program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 

 

4.5 Análise dos dados 

 

Utilizou-se o teste de Kruskal Wallis, pois o coeficiente de variação 

(CV) foi elevado (maior que 30%), o que caracteriza uma amostra instável e 

heterogênea. Além disso, algumas variáveis apresentaram distribuição 

assimétrica.  

  

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

5. Resultados 

Observou-se a expressão gênica do RANKL nos dois períodos avaliados 

(10 e 20 dias). O F. nucleatum e a bi-associação, induziu uma expressão 

estatisticamente maior no 10º que no 20º. Observou-se também, que no 10º 

dia, o F. nucleatum e a bi-associação, induziram maior expressão de RANKL 

que o E. faecalis em mono-infecção (p<0,05). No 20º dia, contudo, não se 

observou diferença entre os três grupos avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RANKL 

Gráfico 1: Avaliação da expressão gênica de RANKL em tecidos 

perirradiculares de camundongos Balb/c, no 10º e no 20º dias após a 

inoculação bacteriana. As barras representam a média de 5 

experimentos realizados em duplicada, enquanto as linhas 

representam o erro padrão.  indica diferença estatística (p < 0,05).  
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De maneira muito semelhante à observada com o RANKL, a expressão 

do TNF-α (Gráfico 2) foi significativamente maior nas amostras de 10 dias, 

quando comparadas às de 20 dias, ao se inocular nos SCR o F. nucleatum em 

mono-associação (Grupo 1) ou em associação com o E. faecalis (Grupo 3).  No 

10º dia, as expressões gênicas do TNF-α, nas amostras dos grupos 1 e 3, 

foram significativamente maiores que as do grupo 2, não havendo contudo, 

diferença entre os grupos, no 20º dia. Mais uma vez, o E. faecalis induziu a 

expressão da citocina em níveis basais, nos dois períodos avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 TNF-α 

Gráfico 2: Avaliação da expressão gênica de TNF-α em tecidos 

perirradiculares de camundongos Balb/c, no 10º e no 20º dias após a 

inoculação bacteriana. As barras representam a média de 5 

experimentos realizados em duplicada, enquanto as linhas 

representam o erro padrão.  indica diferença estatística (p < 0,05).  
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A expressão gênica aumentada do IFN-γ em resposta à bi-associação, 

no 10º dia, foi estatisticamente significante em relação à observada para 

ambas as mono-infecções, no mesmo período. A mono-infecção com E. 

faecalis induziu expressão significante de IFN-γ no 20º em relação à observada 

no 10º dia (Grupo 2), bem como em relação à bi-associação, no 20º dia (Grupo 

3).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  IFN-γ 

Gráfico 3: Avaliação da expressão gênica de IFN-γ em tecidos 

perirradiculares de camundongos Balb/c, no 10º e 20º dias após a 

inoculação bacteriana. As barras representam a média de 5 

experimentos realizados em duplicada, enquanto as linhas 

representam o erro padrão.  indica diferença estatística (p < 0,05).  
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A inoculação nos SCR dos comundongos Balb/c com o F. nucleatum, em 

mono ou em bi-associação com E. faecalis (Grupos 1 e 3), induziu uma 

expressão de TGF-β (Gráfico 4) estatisticamente aumentada no 20º dia quando 

comparada à observada no 10º dia. Observou-se também, no 20º dia, que a 

expressão de TGF-β induzida pela bi-associação foi significante em relação às 

induzidas por ambas as mono-infecções. Quanto ao E. faecalis (Grupo 2), 

houve indução da expressão de TGF-β no 10º dia de maneira significante em 

relação à observada no 20º dia.   
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Gráfico 4: Avaliação da expressão gênica de TGF-β em tecidos 

perirradiculares de camundongos Balb/c, no 10º e no 20º dias após a 

inoculação bacteriana. As barras representam a média de 5 

experimentos realizados em duplicada, enquanto as linhas 

representam o erro padrão.  indica diferença estatística (p < 0,05).  
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Observou-se uma elevada expressão de IL-10 no 20º dia quando se 

inoculou nos SCR a linhagem de F. nucleatum (Gráfico 5). Essa expressão foi 

estatisticamente significante em relação à induzida por esse microrganismos no 

10º dia e à observada nos grupos 2 (E. faecalis) e 3 (bi-associação), no 20º dia. 

Ao se comparar também a expressão da IL-10 provocada pelo E. faecalis e 

pela bi-associação no 10º dia, com a detectada no 20º dia, nos mesmos 

grupos, de maneira interessante, percebem-se uma redução estatisticamente 

significante.  
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Gráfico 5: Avaliação da expressão gênica de IL-10 em tecidos 

perirradiculares de camundongos Balb/c, no 10º e no 20º dias após a 

inoculação bacteriana. As barras representam a média de 5 

experimentos realizados em duplicada, enquanto as linhas 

representam o erro padrão.  indica diferença estatística (p < 0,05).  
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6. Discussão 

As lesões perirradiculares caracterizam-se pela inflamação dos tecidos 

periapicais adjacentes à infecção endodôntica, seguida pela destruição óssea 

localizada nos arredores dos ápices radiculares (Wang et al., 1991; Stashenko 

et al., 1998). O infiltrado presente nessas compõe-se de vários tipos celulares, 

sendo os principais: macrófagos e linfócitos T e B (Stashenko & Yu, 1989; 

Kawashima et al., 1996). As células da imunidade inata e adaptativa, quando 

ativadas por microrganismos e seus subprodutos, são capazes de produzir 

citocinas, que medeiam muitas funções dessas células (Abbas et al., 2007). 

Acredita-se, que as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas podem gerar 

padrões diferentes de resposta, levando à liberação de diversas citocinas. 

(Huang et al., 2011). 

Muitos pesquisadores utilizam modelos animais para elucidar as 

múltiplas facetas envolvidas na etiopatogênese das alterações perirradiculares 

(Ribeiro Sobrinho et al., 2002; Silva et al., 2008; Moreira Júnior et al., 2011; 

Silva et al., 2011). Neste estudo, induzindo uma infecção experimental em 

molares de camundongos Balb/c com linhagens de F. nucleatum e E. faecalis, 

em mono ou em bi-associação, nós investigamos, utilizando o PCR em tempo 

real, a expressão de citocinas pró-inflamatórias (RANKL, TGF-α e IFN-γ) e 

regulatórias (IL-10 e TGF-β), em resposta a essa infecção.  

O RANKL é uma citocina cujo principal papel na fisiologia óssea é 

estímular a diferenciação e ativação dos osteoclastos, além de inibir a 

apoptose celular (Simonet et al., 1997; Lacey et al., 1998; Khosla, 2001; Ikeda 

et al., 2001).  Neste estudo, observou-se que F. nucleatum (Grupo 1) e a bi-

associação (Grupo 3), induziram maior expressão de RANKL, no 10º dia, 

comparada à detectada no 20º dia. Tais resultados sugerem que a expressão 

de RANKL é realmente marcante nos estágios iniciais da expansão da lesão 

periapical e que o E. faecalis, isoladamente, não interferiria nesse processo. 

Apesar de terem avaliado a resposta a uma pletora de microrganismos não 

identificados, tanto em lesões periapicais (Kawashima et al., 2007) quanto na 

indução de em periodontites experimentais (Garlet et al., 2006; Garlet et al., 

2004, Cochran, 2008).Alguns autores demonstraram que o RANKL está 
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presente em grandes quantidades nos estágios iniciais do desenvolvimento 

dessas lesões (Garlet et al., 2004; Kawashima et al., 2007; Repeke et al., 

2010). Anteriormente, demonstrou-se também que o bloqueio do RANKL, por 

meio da OPG, durante a indução experimental da doença periodontal, reduz a 

perda óssea alveolar (Jin et al., 2007). Em lesões periapicais humanas, 

percebeu-se que, nas que apresentavam diâmetros maiores do que 5mm 

(consideradas grandes) detectava-se uma alta expressão gênica de OPG. 

Observou-se o inverso nas lesões menores (Menezes et al., 2008).  

O TNF-α tem ação no processo de migração celular em múltiplos 

aspectos: induzindo a produção de moléculas de adesão e quimiocinas 

(Peschon et al., 1998; Dinarello, 2000; Wajant et al., 2003; Kindle et al., 2006). 

Neste estudo, notou-se que o F. nucleatum (Grupo 1) e a bi-associação com E. 

faecalis (Grupo 3), induziu maior expressão de TNF-α no 10º dia quando 

comparada à detectada no 20º dia. Mais uma vez, percebemos que o E. 

faecalis, isoladamente, não interferiu nessa expressão, como também se 

demonstrou para o RANKL. Esses resultados estão de acordo com outros que 

haviam correlacionado altos níveis de TNF-α e RANKL no fluido gengival e 

tecidos periodontais doentes. (Graves & Cochran, 2003; Garlet et al., 2004; 

Graves, 2008). Garlet et al. (2007) induziram doenças periodontais em 

camundongos deficientes para o receptor TNF-α p55 e perceberam que houve 

redução na expressão do RANKL, e em consequência, a diminuição da perda 

óssea alveolar. Gazivoda et al.(2009) detectaram altas proporções de TNF-α 

nas lesões perirradiculares de grande porte (lesões crônicas), semelhante ao 

observado em relação ao RANKL (Menezes et al., 2008).  Esses autores 

correlacionaram essa maior expressão de TNF-α à alta proporção de células 

CD8+ nas lesões maiores, uma vez que o TNF-α tem ação importante na 

função citotóxica exercida por essas células (Gupta et al., 2006). Danin et al. 

(2000), porém, encontraram níveis detectáveis de TNF-α apenas em duas 

lesões periapicais crônicas humanas, dentre 25 avaliadas. 

As lesões periapicais se desenvolvem em resposta à infecção no SCR; 

em consequência, a resposta que ali se instala depende da composição 

microbiana ali presente. O F. nucleatum e os componentes de sua parede 

celular podem agir como potentes estimuladores de citocinas pró-inflamatórias, 
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quimiocinas e peptídios antimicrobianos (Krisanaprakornkit et al., 2000; 

Hasegawa et al., 2007). Em um estudo realizado in vitro, a associação do F. 

nucleatum com outras bactérias Gram-negativas, Porphyromonas gingivalis e 

P. intermedia, foi capaz de induzir a produção de TNF-α em células dendríticas 

maduras (Huang et al., 2011). No presente experimento, o F. nucleatum, 

sozinho ou em associação com o E. faecalis, também promoveu a expressão 

gênica dessa citocina nos tecidos periapicais avaliados. O ácido lipoteicoico 

isolado de cepas de E. faecalis e outras bactérias Gram-positivas também 

estimularam leucócitos a liberarem TNF-α em amostras de lesões periapicais 

em estudos realizados in vitro (Kayaoglu & Ørstavik, 2004). No presente 

trabalho, apesar do E. faecalis em mono-infecção ter induzido níveis basais de 

TNF-α  nos dois momentos avaliados (10 e 20 dias), essa expressão  no 10º 

dia foi estatisticamente menor que a observada para o F. nucleatum, em mono 

ou em infecção mista com oE. faecalis.  

IFN-γ é uma citocina do tipo 1 considerada de grande importância na 

ativação da fagocitose celular, induz a produção de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias (Murphy & Reiner, 2002; Schroder et al., 2004; Appay et al., 2008; 

Sallusto & Lanzavecchia, 2009). Está presente em altos níveis em lesões 

periodontais e se relaciona à progressão e a formas mais severas das 

respostas perirradiculares (Garlet et al., 2003; Honda et al., 2006; Dutzan et al., 

2009b). Neste estudo, a expressão gênica do IFN-γ no 10o dia, após a 

inoculação microbiana com a bi-associação, foi estatisticamente maior em 

relação às mono-infecções com o F. nucleatum e o E. faecalis. Por sua vez, no 

20o dia, houve a redução da expressão do IFN-γ induzido pela bi-infecção, 

enquanto ocorreu um aumento significativo em sua expressão em resposta ao 

E. faecalis. De maneira similar, Jiang et al. (1999) demonstraram que outro 

patógeno Gram-positivo, o Streptococcus mutans, estimulava a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias. Resultado oposto, entretanto, ocorreu para o G. 

morbillorum, que induziu a redução da expressão das citonas IL-12 e IFN-γ em 

sobrenadantes de culturas celulares (Ribeiro Sobrinho et al., 2002). IFN- γ é 

um potente ativador de macrófagos, provocando maior expressão de IL-1 e 

TNF-α por essas células (Ma et al., 2003), modulando o RANKL e a 

osteoclastogênese em doenças inflamatórias periapicais (Gao et al., 2007; 
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Garlet et al., 2008; Repeke et al., 2010). O aumento de IFN- γ, no 10o dia, em 

resposta à bi-infecção, está de acordo com esses achados, pois nesse mesmo 

período e nas mesmas condições, o RANKL e o TNF-α foram encontrados em 

altas proporções. Essa relação se repetiu no 20º dia, quando a redução da 

expressão do IFN- γ se correlacionou à das citocinas RANKL e o TNF-α. 

Alguns autores, porém, descrevem um efeito inverso para o IFN- γ ; ele inibiria 

a osteoclastogenese (Takayanagi et al., 2000; Ji et al., 2009). 

Em condições normais, os mecanismos pró-inflamatórios devem ser 

controlados, pois previnem a destruição excessiva dos tecidos perirradiculares. 

A IL-10 e o TGF-β são duas importantes citocinas imunorreguladoras 

(Jovanovic et al., 1998; Couper et al., 2008, Colic et al., 2009; Naundorf et al., 

2009; Hosokawa et al., 2009). A IL-10 antagoniza os efeitos pró-inflamatórios 

inibindo a transcrição do mRNa das citocinas desse subgrupo (Yoshimura et 

al., 2003), agindo num mecanismos de feed-back negativo (Yoshimura et al., 

2007). De acordo com esses estudos, os elevados níveis de expressão da IL-

10 induzidos pela mono-infecção com o F. nucleatum, no 20º dia, 

correlacionam-se com a baixa expressão das citocinas pró-inflamatórias 

RANKL, TNF-α e IFN-γ no mesmo período, enquanto, uma baixa expressão da 

IL-10, no 10o dia, associa-se a alta expressão das citocinas pró-inflamatórias. 

Esses achados estão de acordo com o percebido anteriormente: altos níveis de 

produção de IL-10 por células inflamatórias desafiadas por bactérias Gram-

negativas (Karlsson et al., 2002; Rezende, et al., 2005). A modulação da 

resposta pró-inflamatória induzida pela bi-associação no 20o dia, entretanto, 

estaria associada não à IL-10, mas ao TGF-β, pois sua sobre-expressão nesse 

período, correlaciona-se com a baixa expressão de RANKL e TNF-α. O TGF-β 

é uma citocina pleiotrópica que regula o crescimento, diferenciação e produção 

de matriz celular, além de ser um potente imunossupressor que controla a 

transcrição de fatores pró-inflamatórios como a IL-1β e o TNF-α (Okada & 

Murakami, 1998; Steinsvoll et al., 1999). Interessante mencionar que, a 

resposta pró-inflamatória tardia observada quando da mono-infecção por E. 

faecalis, com uma alta expressão de IFN-γ no 20o dia, não demonstrou sofrer 

os efeitos regulatórios das citocinas IL-10 e TGF- β; ao contrário, inibiu a 

expressão de ambas. Como IFN-γ é uma importante citocina que medeia o 
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mudança de isotipos de células B, com o crescimento da produção de IgG2 (Al-

Darmaki et al., 2004), esse fenômeno também seria responsável pela redução 

na expressão do RANKL e TNF-α, no mesmo período, ao aumentar o 

clearence microbiano nesse sítio. Finalmente, é importante ressaltar já ter sido 

demonstrado que as citocinas regulatórias, IL-10 e TGF- β, atuam diretamente 

sobre a osteoclastogênese. Na ausência da IL-10, observa-se a redução da 

expressão de osteoblastos e osteócitos (Claudino et al., 2010);  na sua 

presença, percebe-se a modulação do sistema RANK/RANKL (Garlet et al., 

2004; Chou et al., 2006; Claudino et al.,2008) e o estímulo à produção de OPG 

(Zhang & Teng, 2006). Quanto ao TGF-β, observou-se em lesões periodontais 

ativas, que seus níveis correlacionam-se negativamente com RANKL, 

reforçando seu papel protetor contra a destruição tecidual (Steinsvoll et al., 

1999; Dutzan et al., 2009 a, b). 
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7. Síntese dos resultados 

Pode-se observar que:  

a) A mono-infecção com F. nucleatum induziu uma alta expressão das 

citocinas RANKL e TNF-α, no 10º dia, e uma expressão 

significantemente menor no 20º dia. A modulação imune percebida 

quanto à expressão dessas citocinas estaria associada à IL-10 que 

apresentou níveis significativos no 20º dia. 

b) A mono-infecção com E. faecalis induziu expressão basal das 

citocinas RANKL e TNF-α, tanto no 10º quanto no 20º dia, e uma alta 

expressão de IFN- γ no 20º dia. A modulação existente na presença 

do RANKL e TNF-α no 20º dia não se deve à expressão das citocinas 

regulatórias IL-10 e TGF-β, cuja expressão se reduziu nesse período.   

c) A associação de F. nucleatum e E. faecalis provocou alta expressão 

das citocinas RANKL, TNF-α e IFN-γ, no 10º dia, e expressão 

significantemente menor no 20º dia. A modulação imune observada 

no 20º dia seria consequência da alta expressão do TGF-β observada 

nesse período.  

 

8. Conclusão 

No modelo experimental utilizado, a expressão gênica das citocinas pró-

inflamatórias prevalece nos períodos iniciais de indução das alterações 

periapicais com concomitante redução, como resultado da modulação 

promovida pelas citocinas regulatórias IL-10 e TGF-β, em resposta a uma 

infecção-específica.  
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