LIANA LINHARES LIMA

Cirurgia-Dentista

AVALIACAO DA INFLUENCIA QUE O CEMENTO DENTAL PODE
EXERCER SOBRE A MODULAGAO GENICA DURANTE O PROCESSO

DE REGENERAGCAO PERIODONTAL. ESTUDO EM HUMANOS

Dissertac@o apresentada a Faculdade de Odontologia de
Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas para
obtencéo do Titulo de Mestre em Clinica Odontoldgica -

Area de Periodontia.

Orientador: Prof. Dr. Francisco Humberto Nociti Jr.
Co-orientador: Prof.Dr.Sérgio de Toledo

PIRACICABA
2007



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA

Bibliotecario: Marilene Girello — CRB-8". / 6159

Lima, Liana Linhares.
L628a Avaliagdo da influéncia que o cemento dental pode exercer sobre a
modulacdo génica durante o processo de regeneracio periodontal. Estudo em
humanos. / Liana Linhares Lima. -- Piracicaba, SP : [s.n.], 2007.
Orientadores: Francisco Humberto Nociti Junior, Sérgio de Toledo.
Dissertagdao (Mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Odontologia de Piracicaba.
1. Periodontia. 2. Reacdo em cadeia da polimerase. I. Nociti Junior,

Francisco Humberto. II. Toledo, Sérgio de. III. Universidade Estadual de

Campinas. Faculdade de Odontologia de Piracicaba. I'V. Titulo.

(mg/fop)

Titulo em Inglés: Effect the dental cementum on genes modulate during periodontal regeneration.
Study in humans
Palavras-chave em Inglés (Keywords): 1. Periodontics. 2. Polymerase chain reaction

Area de Concentragio: Periodontia

Titulagdo: Mestre em Clinica Odontoldgica
Banca Examinadora: Francisco Humberto Nociti Junior, Patricia Furtado Gongalves, Madrcio

Zaffalon Casati

Data da Defesa: 14-02-2007
Programa de P6s-Graduagdo: Clinica Odontolégica

ii



X
»

{

—2 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS LeNex/
S FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA V

uNICAMP

A Comissdo Julgadora dos trabalhos de Defesa de Dissertagdo de MESTRADO, em sessdo
publica realizada em 14 de Fevereiro de 2007, considerou a candidata LIANA LINHARES
LIMA aprovada.
Vs
y

/ /)
"éﬁ s / 7&‘

PROF. DR. FRANCISCO HUMBERTO NOQITI JUNIOR

PROFa. DRa. PATRICIA FURTADO GONCALVES

A,

PROF. DR. MARCEP ZAFFALON CASATI

iii



DEDICATORIA

Dedico este trabalho, com muito carinho...
Aos meus amados pais, José Barbosa e Maria Benedita, por estarem ao meu lado com

dedicacéo, amor, carinho e confianga em toda minha trajetéria. Sempre apoiaram todas as minhas

decisdes, me incentivando a buscar o melhor tanto na vida pessoal como profissional. A vocés, por

tudo, minha eterna gratidao!

Aos meus irmaos queridos, Anali e Alisson, meus maiores e queridos amigos.

E a toda a minha linda familia.

AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

v



A Deus em primeiro lugar, que sempre guiou meus passos, iluminando o meu caminho e me
conduzindo para o bem. Agradeco-lhe pela minha vida, por tudo o que sou e alcancei até hoje.
Agradeco-lhe por me acolher como filha amada e por me consolar em momentos dificeis, me dando
a forgca necessaria para seguir em frente, segundo a Sua vontade.

“Esforga-te, e tem bom 4nimo; ndo pasmes, nem te espantes; porque o Senhor teu Deus é

contigo, por onde quer que andares” (Josué 1:9)

Ao meu orientador, Prof. Dr. Francisco Humberto Nociti Junior, por sua inestimavel
contribuicdo na minha formag&o. Agradecgo-lhe por ter confiado em mim e me concedido &

oportunidade de trabalhar contigo.

Ao Prof. Dr. Antonio Wilson Sallum, pelo exemplo de profissionalismo, experiéncia e
dedicacdo a carreira académica. Do seu exemplo surgiu 0 meu amor pela docéncia e pela

Periodontia.

Ao Prof. Dr. Enilson Antonio Sallum, pela amizade, exemplo de dedicacdo a pesquisa,

pelo apoio, pelo incentivo e todas as oportunidades a mim concedidas durante o mestrado.

Ao Prof. Dr. Marcio Zaffalon Casati, pelo exemplo de profissionalismo e, sobretudo, pela
amizade e toda a atencdo dispensada durante este curso. Aprendi a admira-lo como amigo,

orientador e profissional.

Ao Prof. Dr. Sérgio de Toledo, pela grande contribuicio em minha formagdo. A sua

serenidade, enorme coragéo e bondade o fazem ser admirado por todos.

A amiga Eliete Aparecida Ferreira Lima, pela grande amizade, simplicidade, competéncia
e pelos incomensuraveis auxilios prestados durante o curso de pos-graduag@o. Sem vocé nada seria

possivel.



A Mariana Piovezan Fugolin, pela grande amizade, ajuda indispensavel na execucdo da

parte laboratorial deste trabalho e pelos momentos agradaveis de convivéncia no laboratorio.

Ao Vitor Emmanuel Boucas da Silva, pelo seu apoio e estimulo desde o inicio, obrigada

por ter sido, antes de tudo, meu verdadeiro amigo.

Ao Wagner Filho, pessoa indispensavel na realizacao dessa tese. Pela disponibilidade e pelo
esforco em fazer com que tudo acontecesse da melhor forma possivel. Sobretudo pela enorme

amizade e companheirismo em todos os momentos.

Aos meus grandes amigos e colegas de turma, Beatriz Bezerra, Renato Casarin, Fabricia
Suaid, Thais Goncalves, Kamille Barbosa, Daniela Feitosa, Mauro Santamaria e Fernanda
Ribeiro companheiros de todas as horas, continuarei levando a nossa amizade aonde quer que eu
va. Crescemos e aprendemos juntos, e temos o orgulho de dizer que também fizemos crescer e

aprender.

vi



AGRADECIMENTOS

Ao Excelentissimo Senhor Prof. Dr. José Tadeu Jorge, magnifico reitor da Universidade

Estadual de Campinas.

A Faculdade de Odontologia de Piracicaba - Unicamp na pessoa do seu diretor, Prof. Dr.
Francisco Haiter Neto e Prof. Dr. Marcelo de Castro Meneghim

Ao Prof. Dr. Mério Alexandre Coelho Sinhoreti coordenador geral dos cursos de pds-
graduagédo da FOP/Unicamp. A Profa. Dra. Renata Cunha Matheus Rodrigues Garcia coordenadora

do curso de pos-graduag@o em Clinica Odontoldgica da FOP/Unicamp.

Ao Prof. Dr. Marcelo Mesquita, chefe do Departamento de Protese e Periodontia. Ao Prof.
Dr. Enilson Antdnio Sallum, responsavel pela area de Periodontia.

A FAPESP pelo apoio na forma de bolsa e reserva técnica de mestrado indispensével para a

execucdo deste trabalho.
A FAEPEX pelo auxilio financeiro dado a este trabalho.

A todos os funcionérios da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, em especial & D.Cida e
Roséngela, que sempre nos recebem com sorrisos na Clinica de Especializagéo.

As minhas amigas-irmds Fernanda Ferreira Lopes, Maria Carmem Rodrigues, Valéria
Pereira e Glaucia Xavier, pela grande amizade e agradavel convivio durante minha vida. Mesmo que
a distancia nos separe, s80 pessoas que sei que posso contar em qualquer momento.

A todas as moradoras e hospedes da Travessa Dom Luiz de Braganga 373, e a propria casa

em si, por ser meu primeiro lar e tao querido de 2003 a 2005.

vii



A todos os meus amigos conquistados em Piracicaba e que ndo caberiam nesta pagina, por
terem compartilhado comigo tantos momentos agradaveis. Em especial a Vanessa, Daiane, Ldci,
Eliete, Mariana, Marcela e Patfu por terem segurado a minha barra em momentos dificeis e

demonstrado o verdadeiro valor da amizade sincera.

Aos demais amigos queridos da Periodontia, alunos das turmas de mestrado e doutorado,
Bruno Benatti, Cléverson Silva, Daiane Peruzzo, Erica Del Peloso, Gabriela Cruz, Guilherme
Zanatta, Marcelo Carvalho, Sandro Bittencourt, Saulo Cabral, Fabricia Suaid, Fernanda Ribeiro,
Mauro Santamaria, Renato Casarin, Wagner Filho, Beatriz Bezerra, Thais Gongalves, Roberta
Tunes, Kamille Pontarolli e Daniela Feitosa. Obrigada pela amizade e companheirismo, tornando a

convivéncia dentro da pds-graduagao sempre melhor.

A vocé, que eu possa ter esquecido, mas se julga meu amigo (a), e eu tenho certeza que é.

Meus sinceros agradecimentos...

viii



“Nao ha outra maneira de aprender a nao ser nos conhecendo
transformando nossos medos e limitagdes em

forca e alegria.

Essa é a principal licao”.

(Brian Weiss)

iX



RESUMO

O objetivo do presente estudo foi caracterizar o perfil de expresséo génica do tecido de
granulagé@o formado em defeitos infradsseos tratados pelo principio da RTG, na presenga ou ndo de
cemento dental. Para isto, foram selecionados 30 pacientes portadores de periodontite crénica e
com pelo menos um dente apresentando defeito do tipo vertical sem envolvimento endoddntico e
indicado para extracdo. Os pacientes foram divididos em dois grupos experimentais de acordo com
seu histdrico de terapia periodontal prévia ou ndo: Controle: remocéo do tecido de granulagdo e uma
cuidadosa raspagem e alisamento radicular, utilizando curetas e brocas, objetivando a completa
remocdo dos depositos duros e moles e do cemento radicular e Teste: a remogéo do tecido de
granulacao, destacamento de calculos grosseiros e descontaminagéo radicular com micro escovas e
soro fisioldgico objetivando a preservagdo do cemento radicular. Em ambos os grupos, os defeitos
foram tratados com o principio da Regeneracdo Tecidual Guiada (Goretex®), os retalhos foram
posicionados coronariamente e suturados. Apoés 21 dias, o tecido formado sob a membrana foi
coletado e armazenado para extracdo do RNA total e andlise por meio do PCR quantitativo (PCRq),
o dente foi extraido e avaliado histolégicamente. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste t
de Student com nivel de significancia de 0,05 e foram agrupados de acordo com a fungéo de cada
gene: genes relacionados ao processo de formagdo Ossea/cementdria - fosfatase alcaling,
osteopontina, “receptor activator of NF-kf3 ligand” (RANKL) e osteoprotegerina ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os grupos controle e teste. Porém quando avaliados os niveis de mRNA
de osteocalcina (OCN) (3,84+1,01 e 1,83+0,57; p=0,001), colageno | (3,98+1,07 e 2,85+0,99;
p=0,024), colageno Il (2,59+0,99 e 1,39+0,76; p=0,008), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF-1) (1,78+0,45 e 2,53+0,40; p=0,001) fator de crescimento de fibroblasto (0FGF) (7,07+1,20 e
9,77+2,35;p=0,005) e sialoproteina dssea (BSP) (16,43+3,93 e 23,34+3,19; p=0,001) foi
encontrada uma diferenca estatistica entre os grupos. Genes relacionados a inflamagéo: interleucina
1B(IL-18) e interleucina 6 (IL-6) observou-se que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos,
porém para IL-4 (14,89+4,14 e 24,01+7,00; p=0,002) houve uma maior expressao deste gene no
grupo teste. Quanto aos genes relacionados a degradacdo da matriz: para a MMP-2 houve uma
diferenca estatistica no nivel de mRNA entre os grupos (1,72+0,18 e 1,27+0,27; p=0,001), enquanto
que para a MMP-9 n&o foi encontrada nenhuma diferenca estatistica. Dentro dos limites do presente

estudo, pode-se concluir que o cemento dental pode modular o processo de regeneragéo periodontal



regulando a expressao dos genes PDGF-1, bFGF, BSP, IL-4 ,OCN, Col | e Col Ill .

Palavras-chave: Periodontia, Reagdo da polimerase em cadeia.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the influence of the dental cementum on gene
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expression during periodontal regeneration. Thirty patients were selected presenting chronic
periodontal disease and with at least one tooth presenting vertical bone defect without endodontic
involvement and referred to extraction. The patients were divided into two groups according to history
or not of periodontal therapy: Control: Scaling and root planning was made by means of hand and
rotators instruments in order to remove soft and hard deposits as well as all root cementum; Test:
Removal of only soft microbial deposits and cleaning of the root surface with micro brush was
performed with the aim to preserve maximum root cementum. Both groups were treated with guided
tissue regeneration (GTR), with non reasonable membranes (Goretex®) covering the buccal and
lingual aspects of the defect and the flaps were coronally positioned and sutured. After 21 days, the
tissue formed under the membrane was collected and stored for polymerase chain reaction (PCR)
analysis; the tooth was extracted and submitted to histological evaluation. Data analysis did not show
any statistical difference between the two experimental groups and the following genes expression:
alkaline phosphatase, osteopontin  (OPN), "receptor activator of NF-kp ligand” (RANKL),
osteoprotegerin (OPG), interleukin 1 (IL-1B), interleukin 6 (IL-6) and matrix metalloproteinase 9
(MMP-9). On the other hand, the presence of dental cementum significantly affected the following
genes: osteocalcin (OCN) (3.84+1.01 and 1.83+0.57; p=0.001), type | collagen (3.98+1.07 and
2.85+0.99; p=0.024), type Il collagen (0.55+0.15 and 0.45+0.13;p=0.008), platelet - derived growth
factor (PDGF) (1.78+0.45 and 2.53+0.40;p=0.001), matrix metalloproteinase 2 (MMP-2) (1.72+0.18
e 1.27+0.27; p=0.001) and interleukin 4 (IL-4) (14.89+4.14 e 24.01+7.00; p=0.002). Therefore, within
the limits of this study, it can be concluded that dental cementum can modulate periodontal

regeneration.

Key words: Periodontics, Polimerase chain reaction.
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1-INTRODUCAO

A raspagem e alisamento radicular sdo as formas de terapia mecénica mais comumente
empregadas em periodontia. Tém sido utilizados para descontaminacéo radicular, ndo somente no
tratamento de doengas periodontais, como também empregados na manutencdo da saude do
periodonto apds a terapia e na prevencdo da doenca recorrente (Lindhe & Nyman, 1984). O objetivo
da raspagem e alisamento radicular € remover calculo e depdsitos bacterianos sobre a superficie
radicular, assim como o cemento dental contaminado pelas bactérias e seus produtos (Aleo et al.,
1975; Jones & O’Leary, 1978; Nishimine & O’Leary, 1979). Os efeitos clinicos da raspagem e
alisamento radicular estdo de uma forma geral, bem documentados e, em combinag¢éo com uma boa
higiene oral, resultam na diminui¢cdo da profundidade de sondagem das bolsas e na estabilizagao
das medidas do nivel clinico de insercdo, particularmente em bolsas periodontais profundas (Kaldahl
etal., 1993).

A superficie radicular contaminada parece ser biologicamente incompativel com os tecidos
periodontais adjacentes. Essa incompatibilidade pode ser atribuida & presenca do biofiime
bacteriano subgengival (Christersson et al., 1991), ao célculo subgengival (Mandel & Gaffer, 1986) e
ao biofilme bacteriano aderido & superficie deste calculo (Friskopp & Hammarstrdm, 1980).
Entretanto a contaminagdo do cemento dental tem sido bastante contestada, sendo motivo de
muitas investigacdes na década de 80 (Daly et al., 1979, 1980 e 1982). A idéia de que superficies de
dentes humanos periodontalmente comprometidas exerceriam efeitos citotdxicos sobre os tecidos foi
proposta inicialmente por Hatfield & Baumhammers (1971). O fato foi corroborado por Morrisen
(1972 e 1975), que observou a citotoxidade de raizes dentais humanas com doenga periodontal,
implantadas em abdome de ratos. Aleo et al. (1974 e 1975) demonstraram que a presenca dos
lipopolissacarideos (LPS), endotoxinas derivadas da parede celular de bactérias gram-negativas,
exercia um efeito bioldgico inibitdrio do crescimento de fibroblastos gengivais in vitro. Investigacoes
subseqlientes (Jones & O’Leary,1978; Nishimine & O’Leary, 1979) sugeriram que 0S
lipopolissacarideos (LPS) eram absorvidos e penetravam no cemento dental, o que foi suportado
também por estudos que identificaram um carboidrato préprio dos LPS infiltrado profundamente no
cemento dental (Fine et al.,, 1980). Entretanto, a visdo oposta, de que os LPS estavam somente
associados, e néo ligados ao cemento dental, foi defendida por Daly et al. (1980) e Nakib et al.

(1982), que demostraram que os LPS estavam fracamente aderidos e poderiam ser removidos



facilmente com uma simples escovagédo ou polimento dental.

A localizagéo quase exclusiva dos LPS na superficie, € ndo no interior do cemento dental
das raizes comprometidas periodontalmente, foi revelada por Moore (1986) e confirmada
imunohistoquimicamente por Hughes & Smales (1986), que ndo encontraram uma provavel
infiltracdo sub-superficial por LPS no cemento dental. Em uma investigagéo subseqiente utilizando
microscopia eletronica de varredura, Hughes et al. (1988) mostraram que a maior parte dos LPS
estava associada as bactérias, e ndo ao cemento dental. Mais tarde puderam confirmar este achado
utilizando marcadores de anticorpos relacionados aos LPS (Nagasawa et al. 2002; Choi et al.
2003).Todos estes estudos apontam para o fato de que a significancia clinica do LPS ligado ao
cemento dental havia sido superestimada no passado, e que, além disso, um alisamento radicular
muito intenso n&o mais se justificaria para remover este LPS sobre o cemento dental ou qualquer
outra substancia citotoxica presente, das quais o LPS é o marcador mais representativo (Smart et al,
1990).

Nyman et al, em 1986 e 1988 realizaram dois estudos (o primeiro em caes e 0 segundo em
humanos) com o objetivo de avaliar se a instrumentacdo da superficie radicular deveria ou nao
incluir a remog&o "total" do cemento dental para se obter saude periodontal. Para isto, os autores
compararam os resultados do tratamento A (remocéo total do cemento com instrumentos rotatérios)
e B (polimento da superficie radicular com taga de borracha e pasta profilatica), ambos com acesso
cirurgico. Os resultados demonstraram, clinica e histologicamente, que o mesmo grau de saude
periodontal poderia ser atingido com os dois tipos de tratamento, o que levou os autores a concluir
que a remogdo intencional do cemento dental, com o objetivo de eliminar endotoxinas, néo se

justificaria do ponto de vista de melhora dos pardmetros clinicos.

Nesse contexto, as vantagens da preservacdo do cemento dental, o qual é fundamental para
insercdo de fibras colagenas do ligamento periodontal (Blémlof et al, 1987; Adriaens et al, 1988)
devem ser consideradas. A resisténcia relativa do cemento dental a reabsorcdo (Brown, 1982), a
prevencdo da anquilose (Melcher, 1976) e a diminuicdo da ocorréncia de hipersensibilidade
dentinaria apds o tratamento (Wallace & Bissada, 1990) s@o pontos importantes, porém, de
fundamental importancia seria a preservagao do cemento dental de modo que este pudesse modular

0 processo de regeneragéo periodontal.

Num estudo em cées detalhando aspectos estruturais e ultra-estruturais do periodonto apos
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regeneracdo tecidual guiada (RTG), Schiipbach et al. (1993) encontraram que a regeneracdo
periodontal (com arquitetura e funcdo completamente restauradas) somente ocorreu em partes da
superficie radicular onde havia algum cemento dental remanescente ocasionalmente deixado apds a
instrumentagd@o radicular, demonstrando um possivel papel do cemento dental no processo de
regenerac@o periodontal. Neste sentido Gongalves et al, 2006, em um estudo também em caes,
avaliaram histometricamente o potencial regenerativo do cemento em lesdes de bifurcagéo classe Il
induzidas por ligaduras, tratadas pelo principio da RTG. Observou-se que, no grupo onde o cemento
dental foi mantido houve uma maior porcentagem de novo cemento e novo 0sso, 0 que levou 0s
autores a concluir que o cemento dental pode modular a regeneracao periodontal obtida em defeitos
de furca Ill em caes, tratados com RTG.

Entretanto, até o presente momento, ndo existem dados que elucidem os mecanismos
envolvidos e a importancia do cemento dental remanescente modulando os genes envolvidos no
processo de cura obtida apds a terapia periodontal, particularmente utilizando técnicas
regenerativas. Apesar dos diferentes tipos de reparo periodontal ter sido extensamente
documentados do ponto de vista clinico e histoldgico, a origem das células e sua regulacéo e
diferenciacdo ainda ndo estédo bem compreendidos (Egelberg, 1987; Aukhil et al., 1990; Pitaru et al.,
1994) e, portanto estudos que demonstrem 0s mecanismos envolvidos neste processo estdo
justificados. Um outro aspecto de particular importancia, que reforca a proposta do presente
trabalho, s&o os achados de que proteinas da matriz dentinaria, in vitro, modulam sinais regulatdrios
para a reparacao e reabsorcado dos tecidos dentais e periodontais (Silva et al. 2004 a, b e c). Assim,
os constituintes da dentina agem nas células préximas, incluindo células do ligamento, osteoblastos,
osteoclastos e células inflamatdrias (Silva et al, 2004a), causando uma intensa migracéo e
maturagdo celular progressiva, de maneira dose-dependente (Lara et al, 2003), induzindo a
produgéo de citocinas pro-inflamatérias por osteoblastos (Silva et al., 2004b) e o recrutamento de
neutrdfilos durante o processo patoldgico (Silva et al, 2004c). Desta forma, hipoteticamente, os
componentes da matriz extracelular do cemento dental também poderiam modular os eventos
celulares e moleculares durante a regeneracao dos tecidos periodontais. O cemento dental poderia
participar de forma direta ou indireta, modulando a resposta durante o processo de regeneracao
periodontal, uma vez que cementoblastos expressam fatores importantes (Strayhorn et al., 1999;

Anusaksathien et al., 2004; Zhao et al., 2003 e 2004) e que a matriz orgénica do cemento dental é



composta por inumeros fatores de crescimento (Cafesse & Quifiones, 1993; Lynch et al., 1989;
Sigurdsson et al., 1995; Kinoshita et al., 1997 ;Giannobile et al., 1998) . Sendo assim, a proposta do
presente estudo é caracterizar o perfil de expressao génica do tecido de granulacdo formado em

defeitos infradsseos tratados pelo principio da RTG, na presenca ou néo de cemento dental.

2 - REVISAO DA LITERATURA
2.1 - Caracteristicas gerais do cemento dental

O cemento € um tecido avascular e mineralizado que recobre toda a superficie radicular.
Devido a sua posi¢ao intermediaria, formando a interface entre a dentina e o ligamento periodontal, o
cemento é um componente do dente, mas pertence funcionalmente ao aparato de insercéo, ou seja,
ao periodonto. Uma das principais fungdes do cemento é ancorar as fibras colagenas do ligamento
periodontal & superficie radicular, mas ainda apresenta uma importante fungdo reparativa e
adaptativa, exercendo um papel crucial na manutencdo da relagdo oclusal e protegendo a
integridade da superficie radicular (Bosshardt & Selvig, 1997).

Anteriormente, o conhecimento sobre o desenvolvimento e a estrutura geral do periodonto
estava limitado a informagdes morfoldgicas. Entretanto, na ultima década, houve um grande
progresso no campo da biologia molecular e celular, o que veio a fornecer um melhor entendimento
dos eventos que ocorrem durante o desenvolvimento e regeneracdo dos tecidos periodontais,
incluindo o cemento dental.

O cemento dental é um tecido unico em varios aspectos: € avascular e ndo inervado, néo
sofre remodelag@o continua como 0 0sso, mas continua a crescer em espessura ao longo do tempo
(Bosshardt & Selvig, 1997). No nivel molecular, o cemento parece ter seu desenvolvimento
controlado por varios fatores reguladores em comum com os do 0sso alveolar (McNeil et al, 1998,
Saygin et al, 2000).

Existem evidéncias histoldgicas de que o cemento é essencial para a maturagdo do
periodonto, tanto durante o desenvolvimento quanto na regeneracéo periodontal (Saygin et al, 2000).
Estudos recentes tém contribuido para o entendimento dos fatores moleculares envolvidos na
regenerag@o do cemento dental (McNeil & Somerman, 1993), mas a cementogénese continua sendo
pouco entendida em sua base bioldgica e celular.

2.2 - Tipos de cemento



Tradicionalmente, o cemento tem sido classificado em celular e acelular, dependendo da
presenca ou ndo de células (cementdcitos) em sua estrutura. Outra classificacdo diz respeito a
presenca ou auséncia de fibras colagenas intrinsecas ou extrinsecas em seu interior, formadas por
cementoblastos ou fibroblastos, respectivamente (Jones, 1981; Schroeder, 1986). Com relagéo a
estes aspectos, trés tipos principais de cemento tém sido descritos em humanos.

O cemento acelular afibrilar cobre pequenas por¢des do esmalte dental, se estendendo
sobre a juncdo cemento-esmalte. A localizagdo deste tipo de cemento varia de dente para dente e
ao longo da juncdo cemento-esmalte do mesmo dente (Schroeder & Scherle, 1988). Seus principais
componentes estruturais sao as glicosaminoglicanas (Schroeder, 1986) e sua significancia funcional
€ desconhecida. A auséncia de fibras colagenas indica que esta variedade de cemento ndo tem
funcao de insercao.

O cemento celular de fibras intrinsecas contém cementdcitos embebidos em uma matriz
colagena rica em fibras. Estas fibras intrinsecas estdo orientadas paralelamente a superficie
radicular e tém um curso circular ao redor da raiz (Schroeder, 1986). Uma rapida deposicao de
matriz pelos cementoblastos, que ocorre no espaco entre as células derivadas da bainha epitelial de
Hertwig e a superficie dentinaria parece ser responsavel pela incorporacdo de alguns
cementoblastos, que se tornam os cementdcitos aprisionados na matriz mineralizada (Bosshardt &
Schroeder, 1991). O cemento celular de fibras intrinsecas € encontrado na regido de bifurcacéo, na
porcdo apical das raizes, em lacunas de reabsorcdo, em irregularidades e fendas de fratura
radicular, 0 que evidencia uma importante funcdo adaptativa, embora n&o tenha fungéo direta de
insercdo. Somente este tipo de cemento é capaz de reparar areas de reabsor¢do da superficie
radicular num tempo razoavel, devido a sua capacidade de deposicdo muito mais rapida que
qualquer outro tipo de cemento (Bosshardt & Schroeder, 1991).

O cemento acelular de fibras extrinsecas é encontrado nas por¢des cervical e média da raiz,
cobrindo cerca de 40 a 70% da superficie radicular. Em dentes anteriores, pode cobrir também parte
da porcdo apical, ja que sua extensdo em direcdo apical aumenta de dentes posteriores para
anteriores. Sua funcdo é de inser¢do, ancorando as fibras do ligamento periodontal a raiz. Sua
estrutura consiste de uma densa rede de fibras colagenas curtas implantadas na matriz dentinéria
(glicosaminoglicanas) e orientadas perpendicularmente a superficie radicular (Schroeder, 1986).

Quando estas fibras se tornam alongadas e continuas com as fibras principais do ligamento



periodontal, sdo denominadas de fibras de Sharpey (Schroeder, 1986). Embora o cemento acelular
de fibras extrinsecas seja um tecido em crescimento constante, linhas aposicionais de crescimento
podem ser identificadas, em associagdo com uma mudanca abrupta na direcdo das fibras de
Sharpey (Cho & Garant, 2000). Este tipo de cemento apresenta um nivel de crescimento mais rapido
nas superficies distais (4,3um/ano) que nas mesiais (1,4um/ano) das raizes (Dastmalchi et al,
1990), o que sugere seu potencial de adaptacdo as demandas funcionais, como a resultante oclusal
anterior e inclinag@o mesial. Em humanos, as fibras extrinsecas transpassam e se mesclam as fibras
intrinsecas do cemento celular, formando uma rede densa de fibras extrinsecas e intrinsecas; este
tipo de cemento é referido como cemento celular estratificado misto (Schroeder, 1986).

2.3 - Contaminacéao do cemento dental

Vérias alteragdes patoldgicas ocorrem na superficie dental exposta ao ambiente da bolsa
periodontal, em contato com as bactérias e seus produtos. A preocupagdo com a exposicdo do
cemento as endotoxinas bacterianas, das quais o LPS é o representante mais estudado, formou a
base bioldgica para a realizagcdo de uma extensiva raspagem e alisamento radicular, com o objetivo
de remover a parte contaminada do cemento, além do biofilme e célculo dental (Adelson et al, 1980;
Aleo et al, 1974 and 1975; Bravman et al, 1979; Cogen et al, 1983; Karring et al, 1980;Daly et al,
1982; Maidwell-Smith et al, 1987; Wilson et al, 1986).

Aleo et al (1975) utilizaram fibroblastos gengivais humanos para estudar in vitro a adeséo
destas células a superficie radicular contaminada. Os autores verificaram que a porgao contaminada
de dentes extraidos com doenca periodontal teve pouca ou nenhuma ades@o de fibroblastos,
enquanto que na por¢do remanescente ndo contaminada as células aderiram normalmente. A
remocdo mecénica do cemento contaminado (com raspagem e alisamento radicular) também
resultou na adesdo normal de fibroblastos a superficie radicular. Os autores concluiram que,
extrapolando estes dados para uma situagéo in vivo, o sucesso clinico do tratamento periodontal
dependeria de uma completa remogé@o das toxinas associadas ao cemento contaminado ou da
remogao do proprio cemento.

Daly et al (1982) investigaram histologicamente a presenca e localizagdo dos
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) no cemento de 36 dentes com doenca periodontal,
comparados a dois dentes controle saudaveis. Os dentes foram descalcificados e cortes seriados

foram corados para a deteccdo de LPS. Os resultados indicaram a presenca destas endotoxinas



bacterianas penetrando cerca de 10 um no cemento, embora houvesse a presenca de depositos
bacterianos até proximo a juncdo cemento-dentinaria. Os autores sugeriram que todo o cemento
deveria ser removido durante a raspagem, para se obter uma superficie livre de contaminagao.

Adriaens et al (1988) encontraram bactérias cultivaveis presentes na dentina (87% das
amostras) e na polpa (59% das amostras) de dentes com doenca periodontal e livres de lesdes
cariosas. Num estudo ultraestrutural subsequente (Adriaens et al, 1988), utilizando microscopia de
luz e eletronica de varredura para analisar 21 dentes humanos com doencga periodontal avancgada, o
mesmo grupo de autores encontrou bactérias presentes no cemento, nos tubulos dentinarios e até
na polpa dental. Em dentes que foram instrumentados, observou-se a presenca de bactérias no
cemento dental remanescente. Os autores concluiram que estas bactérias poderiam servir como
fonte de recolonizacdo de sitios tratados periodontalmente, e, baseados nisto, propuseram a
utilizag@o de agentes quimicos em associagdo a terapia mecanica.

Por outro lado, a extensdo da contaminacdo do cemento dental tem sido bastante
contestada, sendo motivo de muitas investigagdes na década de 80.

Jones & O’Leary (1978) testaram in vivo a efetividade da raspagem em remover endotoxinas
bacterianas da superficie radicular de dentes periodontalmente comprometidos. As 48 superficies
instrumentadas continham, em média, somente 1ng a mais de endotoxinas que as superficies de
dentes saudaveis nao-erupcionados, o que levou os autores a concluir que a raspagem foi capaz de
produzir uma superficie radicular semelhante a de dentes saudaveis, quase totalmente livres de

endotoxinas detectaveis.

Hughes & Smales (1986) descreveram o uso de um método imunohistoquimico para
analisar a distribuicdo de endotoxinas no cemento radicular, em dentes expostos ao ambiente da
bolsa periodontal. O grupo teste foi constituido por dentes humanos extraidos comprometidos por
doenca periodontal avangada, enquanto o grupo controle foi composto dentes extraidos por outras
raz0es. Remanescentes de placa e calculo foram removidos cuidadosamente da superficie radicular
com curetas, sem a intencdo de remocdo do cemento. Todos os dentes comprometidos
periodontalmente apresentaram reagé@o positiva na superficie do cemento, indicando a presenca de
endotoxinas sobre a superficie cementaria; os dentes do grupo controle ndo demonstraram
nenhuma reacdo. Nas dreas mais profundas do cemento, ndo houve qualquer reagéo, sugerindo

que a remocao exagerada de cemento pode ndo ser necessaria para a obtencdo de uma superficie



radicular livre de endotoxinas.

Moore et al (1986) analisaram a distribuico do lipopolissacarideo (LPS) na superficie de
dentes com doenga periodontal, e verificaram que uma simples lavagem com &gua por 1 minuto foi
capaz de remover 39% do LPS e a escovacdo por 1 minuto removeu 60% do LPS. Os achados de
que 99% do LPS poderiam ser removidos com procedimentos conservadores levaram os autores a
sugerir que a descontaminacdo da superficie radicular poderia ser atingida por outros métodos que

nao a tradicional raspagem e alisamento radicular.

Checchi & Pelliccione (1988) compararam instrumentos manuais e ultra-sénicos na remogéo
de endotoxinas da superficie radicular, em um estudo in vitro, utilizando dentes comprometidos
periodontalmente, dentes com periodonto saudavel, usados como controle, e alguns dos dentes com
doenca periodontal sem tratamento servindo como controle negativo. Apds a imerséo em cultura de
fibroblastos, observou-se que ambos os métodos foram eficazes na remogdo de endotoxinas da
superficie radicular. Foram encontrados fibroblastos re-inseridos as raizes previamente doentes,
apds o minimo de instrumentacdo com um aparelho ultra-sénico, removendo as endotoxinas sem
remo¢d@o de cemento ou dentina e sem significante alteracdo da superficie radicular. Os autores
concluiram que a instrumentagéo radicular deve ser racionalizada e que a remocao intencional de

cemento é desnecessaria, como ja haviam afirmado Moore et al (1986).

Cheetham et al (1988) investigaram, através de analise LAL (limulus amoebocyte lysate) e
cromatografia a quantidade residual de lipopolissacarideos (LPS) ap6s a instrumentagéo radicular in
vitro. Uma abordagem conservadora foi utilizada, consistindo de apenas 15 movimentos de
raspagem por superficie, evitando sobreposicdo, em 18 dentes unirradiculares com doenca
periodontal. A raspagem removeu quantidades variaveis de LPS e na maioria dos casos (72%)
houve menos que 0,24ng de LPS residual por dente. Estes achados levaram os autores a defender

a teoria de que uma raspagem excessiva talvez ndo seja necessaria para remover endotoxinas.

Fukasawa & Nishimura (1994) realizaram um estudo in vitro investigando a eficacia de uma
curetagem superficial do cemento na promogé@o de ades@o celular em superficies radiculares de
dentes humanos. Foram utilizados 10 dentes com doenga periodontal, dos quais cinco foram

levemente instrumentados para a remogéo apenas do cemento superficial, enquanto os outros cinco



nao foram instrumentados. Os resultados mostraram que houve adesdo de fibroblastos gengivais
sobre as superficies curetadas, mas 0 mesmo ndo ocorreu nas superficies nao instrumentadas. Os
autores concluiram que a remogao superficial do cemento foi efetiva para promover adesao celular
em superficies previamente expostas a doenca periodontal.

Okte et al (1999), num estudo in vitro, localizaram o LPS em apenas cinco dos 30 dentes
com doenca periodontal analisados, e a endotoxina estava localizada apenas superficialmente.
Nenhum dos dentes apresentou LPS penetrando profundamente no cemento. Da mesma forma,
Nakib et al (1982), estudando a penetracdo da endotoxina da E. Coli no cemento de dentes
saudaveis e com doenca periodontal, encontraram que as endotoxinas ndo penetram no interior do
cemento, mas aderem fracamente a superficie radicular, podendo ser removidas com uma simples
escovacao por 1 minuto.

Carey & Daly (2001) avaliaram macroscopicamente e ultraestruturalmente o efeito da
descontaminagdo subgengival de superficies radiculares in vivo com a utilizagdo de pincéis “micro-
brush”. Vinte e seis pacientes adultos, com 30 dentes indicados para extracdo por motivos
periodontais, com pelo menos 30% de perda 6ssea, foram utilizados. Em cada dente, um sitio
proximal foi descontaminado com a utilizagdo do “micro-brush” por 2 minutos, enquanto o outro sitio
proximal serviu como controle néo tratado. Os dentes foram em seguida extraidos e corados com
eritrosina a 2%. As superficies coradas foram analisadas com microscopia eletronica de varredura.
As superficies né@o tratadas exibiram-se 100% coradas, enquanto que as superficies
descontaminadas tiveram 16,1% de sua superficie corada. A analise microscdpica revelou que as
superficies descontaminadas exibiram apenas “ilhas” de bactérias. Os autores concluiram que a
descontaminag@o subgengival com microbrush foi efetiva na remogdo de biofiime da superficie
radicular de dentes periodontalmente comprometidos.

Cadosch et al (2003), investigando in vitro a associa¢do entre 0 nimero de movimentos de
raspagem e a reducdo de endotoxinas na superficie radicular, encontraram que apés 9,3
movimentos de raspagem, em média, 0s niveis de endotoxinas atingiam um nivel minimo,
compativel com niveis encontrados na saude periodontal. Os autores comentaram que, apds a
remogd@o do cdlculo, ndo seria necessario realizar uma raspagem adicional para a remogéo do
cemento ou da dentina.

Outras modalidades terapéuticas também foram investigadas quanto ao padrao de remogéo



de endotoxinas da superficie radicular. A irradiacéo in vitro com laser de neodimio (Liu et al, 2002)
néo foi capaz de eliminar endotoxinas extraidas do cemento de dentes com doenca periodontal, mas
a aplicacao de tetraciclina (Shapira et al, 1996) parece neutralizar parcialmente estas endotoxinas.
Lindhe & Nyman (1984) sugerem que o determinante critico da terapia periodontal ndo é a
escolha da modalidade de tratamento, mas a descontaminacéo da superficie radicular e o padréo de
higiene bucal do paciente. Esta devidamente estabelecido que a inflamacéo e infec¢@o periodontais
podem ser controladas por métodos cirdrgicos ou ndo cirlrgicos e a manuten¢do da saude dos
tecidos periodontais pode ser sustentada em longo prazo com um bom controle de biofilme diario

pelo paciente e manutencéo profissional periddica pelo dentista ou higienista (Kaldahl et al, 1994).

2.4 - Padrdes de remocao do cemento dental

A raspagem e alisamento radicular com curetas, com instrumentos sonicos e ultra-s6nicos
sdo os procedimentos mais freqientemente utilizados para o tratamento da doenca periodontal.
Entretanto, varios autores tém demonstrado que estes procedimentos resultam em padrées pouco
previsiveis de remocdo de cemento dental e, inclusive, de depdsitos de calculo sobre a superficie
radicular.

O’Leary & Kafrawy (1983) realizaram um estudo in vivo com o objetivo de determinar se a
remocdo total do cemento dental poderia ser alcancada clinicamente. Neste estudo, 36 dentes com
periodontite (perda de insercdo de no minimo 6mm), indicados para extracéo, foram instrumentados
com 50 movimentos de raspagem, utilizando 3 diferentes tipos de curetas. Em seguida, os dentes
foram extraidos e preparados para andlise histologica. Dois dentes foram excluidos da amostra
devido a orientacdo inadequada dos cortes. Nenhum dos demais 34 dentes teve o cemento
totalmente removido da superficie radicular, e néo houve diferencas aparentes quanto ao padréo de
remo¢do entre os diferentes tipos de curetas. Grandes quantidades de cemento residual foram
encontradas nas regides mais apicais. Os autores concluiram que a remogéo total do cemento
durante a raspagem ndo € um objetivo clinico real. Estes achados foram sustentados por Coldiron et
al (1990), que encontraram fragmentos de cemento mesmo apds 70 movimentos de raspagem in
vitro, em dentes com periodonto saudavel. Num estudo subseqiiente com metodologia semelhante,
0 mesmo grupo de autores (Kepic et al, 1990) verificou que nem mesmo a remogao total do célculo
das superficies radiculares de dentes com doenca periodontal foi possivel, seja com instrumentos
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ultra-sbnicos ou manuais. Anteriormente, foi demonstrado que depdsitos de calculo residual
permaneciam sobre as superficies instrumentadas com ultrassom ou curetas mesmo apos a
abertura de um retalho total para melhor acesso (Hunter et al, 1984).

Os efeitos da raspagem e alisamento radicular e da remogéo de tecido dental sobre a polpa
também tem sido objeto de investigagao por alguns autores.

Wallace & Bissada (1990) avaliaram clinicamente a sensibilidade dental apds terapia
periodontal, utilizando testes térmico (frio e jato de ar) e elétrico. Os autores verificaram que a
terapia periodontal, especialmente a terapia cirdrgica associada a retragdo gengival no pos-
operatorio, estd associada a maiores niveis de sensibilidade dental.

Bergerholtz & Lindhe (1978), estudando o efeito da periodontite induzida por ligaduras sobre
a polpa dental de macacos, encontraram alteragdes histoldgicas inflamatdrias leves na polpa de 57%
dos dentes com doenca periodontal. Dentes submetidos & raspagem e alisamento radicular
previamente ao acumulo de biofilme ndo exibiram agravamento ou aumento da incidéncia das
reacOes inflamatdrias na polpa. Os autores concluiram que nem a destruicdo periodontal nem a
raspagem sdo capazes de causar alteragbes pulpares severas, apesar de existirem reacdes
inflamatérias de carater leve.

Ryan et al (1984) estudaram histologicamente, em modelo felino (gatos), a resposta pulpar a
raspagem e a aplicacéo de acido citrico sobre a superficie radicular. Os autores encontraram, apos a
raspagem, reagdes pulpares inflamatorias de leve a moderada em um periodo curto de avaliagao (4
e 21 dias), e reagéo leve ou inexistente em um periodo longo de avaliagdo (83 dias). A aplicagao
subsequente de &cido citrico resultou, em 28% dos casos, em abscesso ou necrose pulpar apés 83
dias.

Na tentativa de estabelecer abordagens mais conservadoras de descontaminacao radicular,
evitando a remocao intencional excessiva do cemento, Kocher et al (2001) desenvolveram pontas
sonicas revestidas de teflon, capazes de remover placa sem remover substancia dental, com o
objetivo de realizar um “polimento” subgengival. Os autores demonstraram a efetividade clinica
destas pontas no retratamento de bolsas periodontais ja instrumentadas com curetas, onde a
remogdo adicional de substancia dental parece ser critica, sugerindo a escolha das mesmas para
utilizagao na terapia de manutengéo, em bolsas residuais.

Anteriormente, Smart et al (1990) ja haviam investigado, in vitro, o efeito de um regime
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conservador de descontaminacdo radicular com ultra-som na remocdo de LPS de dentes com
doenca periodontal. Foram utilizados 20 dentes unirradiculares extraidos, que foram
descontaminados com uma ponta de ultrassom (Cavitron TF-10), com presséo leve (50g) € sem
sobre-instrumentar a mesma superficie (0,8 segundos/mm?2). Os niveis de LPS encontrados ap6s
esta abordagem (menos que 2,5 ng por superficie) foram comparaveis aqueles encontrados em
dentes saudaveis. Os autores concluiram que uma instrumentac@o excessiva no € necessaria para
remover endotoxinas da superficie radicular, e propuseram a utilizacdo de um regime mais
conservador de descontaminagéo radicular.

2.5 - Regeneracao dos tecidos periodontais e do cemento dental

O principio biolégico da regeneracdo tecidual guiada foi proposto visando a regeneragéo
periodontal (formacdo de novo cemento, novo 0sso e novo ligamento periodontal). Este principio
baseia-se na capacidade dos diferentes tecidos periodontais em promover a regeneragdo, e foi
estabelecido ao longo de uma série de estudos que avaliaram a participacdo destes tecidos no
processo de cura (Nyman et al, 1980; Karring et al, 1980). Sua base racional surgiu dos postulados
de Melcher (1976), o qual estabeleceu que as células capazes de neoformar as estruturas de
sustentacdo dental eram as células do ligamento periodontal. Ainda ndo existem dados conclusivos
sobre o papel do cemento na regeneracao dos tecidos periodontais.

Embora a extenséo da injuria e a quantidade de tecido perdido sejam fatores determinantes
importantes, um tecido danificado ira cicatrizar por regeneracdo ou reparo dependendo de dois
fatores cruciais: a disponibilidade dos tipos celulares adequados e a presenga ou auséncia de
fatores sinalizadores necessarios para o recrutamento e estimulacdo destas células. No caso da
regeneracdo do cemento dental, as células requeridas séo os cementoblastos, entretanto, a origem
dos cementoblastos e os fatores que regulam seu recrutamento e diferenciagcdo ainda néo estéo
completamente entendidos. Modelos in vivo para avaliar o padrdo de expressdo de moléculas
especificas durante a cementogénese e estudos in vitro sobre os efeitos de componentes do
cemento em diferentes tipos celulares periodontais tem sido desenvolvidos para melhor investigar
como os componentes do cemento poderiam regular a regeneragdo deste tecido (Saygin et al,
2000). Estes estudos podem gerar informagdes uteis para o desenvolvimento de novas técnicas e

abordagens na terapia periodontal regenerativa.

Nos ultimos anos, muito se tem pesquisado sobre 0 mecanismo de regeneracgao e reparagéo
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tecidual. Uma das estratégias tem sido a identificagao de fatores que interferem nesse processo e na
modulagdo da resposta tecidual seja por meio da adicdo de células, materiais e fatores de
crescimento (Giannobile, 1996).

Os fatores de crescimento desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e
crescimento dos tecidos, além de participarem na dindmica do remodelamento (McCauley &
Sommerman, 1998). Dentre esses fatores estdo o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
(PDGF), Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF-1 e -ll), Fator de Crescimento
Transformador (TGF-a e -B), Fator de Crescimento dos Fibroblastos (FGF acido e basico), Fator de
Crescimento Epidermal (EGF), entre outros (McCauley & Sommerman, 1998). Tais fatores séo
proteinas sinalizadoras sintetizadas com o objetivo de modular a cicatrizacdo normal de uma forma
ordenada, estimulando e regulando o processo de cicatrizacdo tecidual. Sdo produzidos por uma
grande variedade de células e podem estimular a quimiotaxia, proliferacéo e funcéo secretora tanto
de maneira autdcrina (estimulando a célula responsavel pela sua sintese) quanto paracrina
(estimulando células préximas as células responsaveis pela sua sintese) (McCauley & Sommerman,
1998). Devido a esta capacidade de regular o processo de cura, a sua utilizagdo pode ter alguma
implicacéo clinica (Koveker, 2000).

Com o objetivo de esclarecer alguns eventos bioldgicos que ocorrem durante a regeneragéo
periodontal, Ivanovski et al (2000), investigaram imunohistoquimicamente a expressédo de
componentes da matriz extracelular associadas a regeneracao tecidual guiada. Para isso, foram
utilizados defeitos periodontais criados cirurgicamente nos segundos pré-molares inferiores de
quatro cées, tratados com raspagem e alisamento radiculares e com o uso de membranas nao-
reabsorviveis. Apés um periodo de cicatrizacdo de quatro semanas, os autores encontraram
colageno do tipo | localizado principalmente no 0sso neoformado, enquanto que o colageno tipo Il
era mais abundante nos tecidos moles preenchendo o defeito. Proteoglicanas (decorina e biglicana)
ndo foram encontradas na matriz extracelular, mas exibiram intensa marcacéo intracelular préxima
ao cemento em regeneracao e também no 0sso. A marcacéo para BMP-2 e BMP-4 foi fraca no 0sso,
mas forte na matriz extracelular dos tecidos moles regenerados. Osteopontina (OPN) e sialoproteina
0ssea (BSP) foram fortemente localizadas no 0sso e no cemento em regeneracdo. Osteocalcina
(OCN) foi localizada no cemento maduro, no cemento em regeneracgéo e fortemente associada aos

cementoblastos, embora tenha apresentado marcagéo fraca no 0sso em regeneragdo comparada a
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do 0sso maduro. Os autores concluiram que a distribuicdo de OCN, OPN e BSP, em particular,
indicam a presenca de atividade osteogénica e cementogénica, essencial para a regeneracao
periodontal. Segundo os autores, 0 padréo de imunolocalizag@o heterogénea observada nos tecidos
neoformados apds RTG evidencia a dificuldade em manipular populagdes celulares diversas, de
maneira coordenada, para atingir regeneragao periodontal, de modo previsivel.

Amar et al (1997), num estudo imunohistoquimico, investigaram as moléculas associadas
com tecidos formados apés RTG em macacos Rhesus, comparados a tecidos controles sem RTG.
Os autores encontraram marcagdo para osteonectina na matriz extracelular dos tecidos
neoformados, particularmente no tecido conjuntivo adjacente ao novo 0sso e nas fibras conjuntivas.
Uma intensa marcagdo para sialoproteina 0ssea também foi encontrada no tecido conjuntivo
adjacente ao novo 0sso no grupo teste e ndo no controle, e a proteina de adesao do cemento (CAP)
foi localizada nos tecidos apds RTG, mas ndo no controle. Os autores concluiram que os tecidos
formados sob condicdes de RTG contém células e macromoléculas normalmente associadas com a
formacé@o de osso e cemento. Num estudo bastante semelhante em cées, Matsuura et al (1995)
encontraram que a fibronectina e a vitronectina estavam associadas nas fases precoces do reparo, e
que a regeneracdo periodontal estava associada com componentes da matriz especificos para os
diferentes tipos de tecido periodontal, com marcag@o para osteopontina e sialoproteina 6ssea na
fase de formacéo de tecidos mineralizados.

Lerner (2004), em um trabalho de revisdo, estudou algumas moléculas encontradas no
ligamento periodontal, polpa dental e odontoblastos, e estas podem agir na formagéo e ativacao dos
osteoclastos. Dentre estas moléculas estdo os trés membros do fator de necrose tumoral e a
superfamilia de receptores (RANK- “receptor activator of NF-kp3”, RANKL -“receptor activator of NF-
kp ligand” e OPG - osteoprotegerina). A expressdo de RANKL e OPG é regularmente encontrada
em pacientes saudaveis fazendo parte do processo de regulacdo da remodelag@o ssea, através da
interac@o osteoclasto e osteoblasto (Theoleyre, et al., 2004). Estudos afirmam que o RANKL esta
diretamente relacionado ao processo de reabsorcéo dssea (Teitebaum 2000), e este é bloqueado
pela acdo da OPG, que leva a uma diminuicdo da perda dssea alveolar (Teng et al., 2000, Liu et al.,
2003), tornando 0 OPG uma molécula protetora da massa dssea. Estes genes podem ser inibidos ou
estimulados por inimeras outras como IL-1, TNF -a ,TGF-B que podem agir diretamente em células

0sseas ou através da ativagéo via osteoclastos, sendo esta via considerada a chave da regulacéo do
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processo de reabsor¢do/ aposicao 6ssea.

Numa revisao sobre a cicatrizagdo periodontal e a regenera¢éo do cemento dental, Grzesik
& Narayanan (2002) chamaram a ateng¢&o para a matriz extracelular do cemento, cuja composicéo é
similar a matriz de outros tecidos mineralizados, mas com caracteristicas fisiologicas unicas. A
matriz do cemento dental contém moléculas ndo detectaveis em outros tecidos, que influenciam a
atividade de varios tipos celulares. A matriz organica do cemento € composta primariamente de
colageno (90% de colageno tipo | e 5% de coldgeno tipo Ill). Duas proteinas n@o colagenosas
(osteopontina e sialoproteina 6ssea), constituintes da matriz, parecem exercer um papel importante
na diferenciacdo de células progenitoras em cementoblastos (Saygin et al, 2000). Outros fatores de
crescimento com habilidade de promover proliferacio e diferenciacdo de células
cementoprogentitoras, como BMP-2, -3 e -4, PDGF-B, TGF-p e IGF-I, também estdo presentes na
matriz do cemento. Muitos destes componentes também estéo presentes no 0sso, entretanto alguns
autores descreveram moléculas que parecem ser exclusivas do cemento dental. Uma delas € uma
molécula semelhante a IGF-I, porém com maior peso molecular, denominada fator de crescimento
do cemento (CGF) (lkezawa et al, 1997). Arzate et al (1992) descreveram a proteina de adeséo do
cemento (CAP), uma proteina colagenosa. Anticorpos para a CAP marcam somente o cemento, e
nao outros componentes do periodonto ou outros tecidos investigados. Posteriormente Alvarez-
Pérez et al (2005,) em um estudo in vitro, identificou um outro marcador especifico para o cemento
dental chamado CP-23 (proteina do cemento). Hara et al (2005) desenvolveram um anticorpo
monoclonal para a jungdo cemento-ligamento periodontal associado a regeneragdo periodontal,
denominado anti-TAPmADb, e examinaram suas caracteristicas imunohistoquimicas e antigénicas.
Este anticorpo foi encontrado com marcagéo positiva na jungdo cemento-ligamento periodontal e na
pré-dentina humana, mas negativa em todos os outros tecidos humanos e animais examinados. Em
lesbes cemento-ossificantes, o anti-TAPmADb foi encontrado na periferia do cemento e tecidos
semelhantes a cemento, mas ndo no 0sso. Estas moléculas especificas do cemento podem ser Uteis
no estudo da cementogénese e regeneragao do cemento dental.

Estudos histoldgicos em modelo animal tém demonstrado diferentes niveis de formagéo de
novo cemento dental, dependendo da modalidade terapéutica empregada.

Num estudo detalhando aspectos ultraestruturais dos tecidos periodontais formados apds

RTG, em céaes, utilizando microscopia de luz, eletrénica de varredura e eletronica de transmissao, 0s
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autores observaram que regeneracao periodontal (formacao de novo cemento, ligamento periodontal
com fibras colagenas funcionalmente orientadas e formagdo de novo 0sso) ocorreu somente em
partes da superficie radicular onde havia cemento remanescente apds a raspagem dental. Nova
insercdo ocorreu sobre dreas de novo cemento e de dentina periférica (Schipbach et al, 1993).

Blémlof et al (1987) realizaram um estudo em macacos, com o objetivo de comparar o
reparo periodontal e a quantidade de nova insercdo com ou sem a remogao do cemento dental. Os
autores utilizaram o modelo de indugé@o de periodontite experimental utilizando ligaduras de elastico
ortodéntico por seis meses, que foram capazes de produzir lesdes severas de bifurcagdo nos
segundo pré-molares, primeiros e segundos molares inferiores. A formagdo de novo 0sso e novo
cemento foi avaliada através de marcagdo com tetraciclina. Nova inser¢éo néo foi observada apés a
raspagem com instrumentos manuais ou ultra-sénicos, que resultou na formacdo de epitélio
juncional longo; entretanto, a limpeza da superficie radicular com dois detergentes (cloreto de
cetilpiridineo e N-lauril-sarcosina), sem a realizacdo de raspagem e alisamento radicular, resultou
numa quantidade significante de nova insercao.

Nyman et al (1986) realizaram um estudo em cédes, com o objetivo de investigar se a
descontaminag@o da superficie radicular deveria incluir a remocéo do cemento dental para se obter
saude periodontal. Para isso, foram utilizados cinco cées, que receberam ligaduras de fio de algodao
nos segundos, terceiros e quartos pré-molares inferiores, por quatro meses, até que a perda dssea
atingisse metade do comprimento radicular. Dois meses apds a remogdo das ligaduras, num
desenho de boca dividida, os animais receberam raspagem e alisamento radicular com curetas e
brocas e acesso cirurgico de um lado da mandibula, enquanto o outro lado recebeu apenas
polimento dental com tagas de borracha e pasta profilatica, apds o acesso cirdrgico. Os animais
foram mantidos com um rigoroso controle de placa, e dois meses apds o tratamento foram
sacrificados para avaliagdo histométrica. Os dados histométricos mostraram que o resultado da
cicatrizacdo foi similar nos dois grupos, com a formagéo de epitélio juncional longo adjacente a um
tecido conjuntivo ndo inflamado. Nas partes mais apicais dos defeitos houve a formacdo de nova
insercéo, independente do tipo de tratamento. Os autores sugeriram que a remog¢do do cemento
dental com o objetivo de eliminar endotoxinas da superficie radicular ndo é necessaria para a
obtencéo de saude periodontal.

Gongalves et al, 2006 avaliaram, histometricamente em caes, o potencial regenerativo do
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cemento em lesdes de bifurcacdo classe lll tratadas pelo principio da regeneracéo tecidual guiada
(RTG). No grupo controle, apés o levantamento de retalhos mucoperiosteais por vestibular e lingual,
o defeito foi instrumentado, incluindo a remog&o do tecido de granulagé@o e uma cuidadosa raspagem
e alisamento radicular, utilizando curetas e pontas diamantadas de granulagdo fina em baixa
rotac@o. E em seguida, as superficies radiculares foram polidas com tagas de borracha e pasta para
polimento, objetivando a remogé@o dos depdsitos duros e moles e do cemento radicular. No grupo
teste, apds o levantamento de retalhos mucoperiosteais por vestibular e lingual, os defeitos foram
instrumentados, incluindo somente a remog¢éo do tecido de granulacéo e polimento radicular com
escovas, tacas e pontas interdentais de borracha e pasta profilatica, objetivando a remog¢ao somente
dos depdsitos moles sobre as raizes e preservando o cemento radicular. Apos 4 meses de rigoroso
controle de placa os animais foram sacrificados. Os autores puderam concluir que no grupo onde o
cemento dental foi mantido encontrou-se uma maior porcentagem de novo cemento € novo 0SSO
levando os autores a concluir que o cemento dental pode modular a regeneragdo periodontal obtida
em defeitos de furca Ill em cées tratados com RTG.

Num estudo clinico em humanos, Nyman et al (1988), incluiram 11 pacientes adultos com
doenca periodontal de moderada a avangada. Num desenho de boca dividida, quadrantes controle
foram raspados com curetas e brocas com acesso cirurgico e quadrantes testes foram tratados
apenas com polimento dental com tagas de borracha e pasta profilatica. Os depdsitos de calculo no
grupo teste foram destacados com o uso de curetas ndo afiadas, com o cuidado de ndo remover o
cemento dental. Os pacientes foram mantidos sob um rigido controle de placa, inicialmente incluindo
profilaxia profissional a cada 15 dias, por 3 meses e re-chamadas a cada 3 meses para controle de
placa a partir de entdo, até o fim do estudo (24 meses). Os resultados mostraram que 0 mesmo grau
de melhora da saude periodontal foi atingido apds os dois tipos de tratamento. Uma baixa freqiiéncia
de sitios com sangramento a sondagem e uma alta freqiéncia de sitios com bolsas rasas foram
alcangcadas em todos os quadrantes. Entre o exame inicial (baseline) e os exames subsequentes (6,
12 e 24 meses) houve ganho no nivel clinico de insercdo para ambos os grupos. Este ganho foi
mais pronunciado nas bolsas inicialmente mais profundas e similar para as duas modalidades de
tratamento. Os autores concluiram que a remogéo intencional excessiva do cemento dental, com o

objetivo de eliminar endotoxinas, parece ndo estar justificada.
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3. PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil de expressao génica do tecido de granulagéo
formado em defeitos infraésseos tratados pelo principio da RTG na presenga ou ndo de cemento
dental. Para isso foi avaliado quantitativamente os niveis de RNAm para os seguintes genes:
fosfatase alcalina (ALP), “receptor activator of NF-kp ligand” (RANKL), osteocalcina (OCN),
osteopontina (OPN), sialoproteina 6ssea (BSP), proteina morfogenética dssea (BMP)-2 e 3, fator de
crescimento derivado de insulina (IGF-1), Colageno tipo | e Ill, metaloproteinase (MMP)-2 e -9, fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)-1, fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF),
fator de crescimento transformador beta (TGF-B), osteoprotegerina (OPG) e interleucina (IL)-18, IL-
4 e IL-6por meio da técnica de PCR quantitativo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Selecao da amostra:

Foram selecionados 30 pacientes, que apresentaram dentes nas regides anteriores ou
posteriores, com defeitos infraésseos profundos, = 5 mm, (2 ou 3 paredes) e indicados para
extracdo. Todos os procedimentos foram executados conforme as normas éticas aprovadas pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Humana (CEP) da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -
UNICAMP segundo resolugdo CNS 196/96 (Anexo 1).

De acordo com os critérios de inclusdo estabelecidos, participaram do estudo pacientes
adultos, de 29 a 59 anos, dentados ou parcialmente edéntulos, portadores de periodontite cronica.
Os pacientes ndo poderiam apresentar evidéncias de modificadores sistémicos da doenca
periodontal (osteoporose, fumo, diabetes e uso de medicamentos que influenciam os tecidos
periodontais). Neste pacientes, foram selecionados dentes indicados para extracéo, portadores de
defeitos com componente infradsseo profundo (> 5 mm), auséncia de tratamento endoddntico,
auséncia de carie radicular e sem restauracdes proximas & margem gengival.

Foram excluidas da amostra mulheres gravidas ou lactantes, individuos que tenham tomado
ou estejam tomando antibiéticos, antiinflamatérios ou terapia hormonal, e/ou que tenham recebido
tratamento periodontal nos Ultimos seis meses anteriores a pesquisa. Para o grupo teste
(preservagcdo do cemento dental) os pacientes ndo poderiam ter sido submetidos a tratamento
periodontal prévio. Foram ainda excluidos os pacientes que ndo estiveram de acordo com o
consentimento formal para a participac@o na pesquisa, apos a explicacéo dos riscos e beneficios por
individuo ndo envolvido na mesma. (Resolugdo n® 196 de outubro de 1996 e o Cédigo de Etica
Profissional Odontoldgico (C.F.O.) 179/93).
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4.2 Delineamento do estudo:

O estudo realizado foi do tipo transversal, envolvendo 30 pacientes, que foram divididos em dois
grupos experimentais, de acordo com seu historico de terapia periodontal prévia ou ndo ( raspagem
e alisamento radicular).

Grupo 1 (controle): 15 pacientes, onde foi realizada a remogéo do tecido de granulacdo, raspagem
e alisamento radicular, utilizando curetas e pontas diamantadas em baixa rotacéo, objetivando a
remog¢do dos depdsitos duros e moles e do cemento dental, por fim descontaminacéo radicular com
micro escovas e soro fisioldgico.

Grupo 2 (teste): 15 pacientes, onde foi realizada a remogéo do tecido de granulagdo, os depésitos
de calculo existentes foram somente destacados com curetas, sem a realizagdo do movimento de
raspagem e descontaminacéo radicular, por meio de micro escovas e soro fisioldgico, objetivando a

maxima preservacao do cemento dental.

2.3 Procedimentos cirurgicos:

A érea cirurgica foi localmente anestesiada com lidocaina 2% (Merrel Lepetit Farmacéutica
Ltda, Santo Amaro, SP, Brasil), contendo epinefrina (1: 50.000), com o objetivo de reduzir a
hemorragia e assegurar um efeito anestésico adequado. De acordo com cada grupo, teste ou

controle, foram realizados os seguintes tratamentos:

(Controle) Apds o levantamento de retalhos mucoperiosteais por vestibular e lingual, os
defeitos foram instrumentados, incluindo a remogao do tecido de granulagdo e uma cuidadosa
raspagem e alisamento radicular, utilizando curetas e pontas diamantadas em baixa rotacgéo,
objetivando a remocdo dos depdsitos duros e moles e do cemento dental, por fim

descontaminag&o radicular com micro escovas e soro fisiolégico (Figura 1);

(Teste) Levantados os retalhos mucoperiosteais por vestibular e lingual, os defeitos foram
instrumentados, incluindo a remogé&o do tecido de granulagéo e descontaminacgdo radicular
com micro escovas e soro fisioldgico, objetivando a remogéo dos depdsitos moles sobre as
raizes e preservando o cemento dental. Os depdsitos de calculo existentes foram somente
destacados com curetas, sem a realizagdo do movimento de raspagem (Figura 2).

Apds os diferentes tipos de abordagem da superficie radicular exposta a doenca, todos o0s
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defeitos foram tratados com o principio da RTG, utilizando membranas ndo reabsorviveis de
politetrafluoretileno expandido (Regenerative Material, Gore-tex, Gore Associates, Flagstaff, AZ,
USA), cobrindo totalmente o defeito e se estendendo sobre 0 0sso adjacente, cerca de 2 a 3 mm.
Em todos os sitios, os retalhos foram posicionados coronariamente (1 a 2 mm em direcéo coronal) e
suturados (suturas suspensoérias e interrrompidas) com fio de PTFE-e (Gore-Tex sutures, WL, Gore,
Flagstaff, AZ, EUA). Os pacientes receberam antibioticoterapia com amoxicilina 500mg de 8 em 8
horas durante 7 dias apds a cirurgia e para controle da dor foi prescrito dipirona sodica 500mg de 4
em 4 horas, por 48 horas. O controle do biofilme dental no pds-operatério foi feito com bochechos de
digluconato de clorexidina a 0,12%, por um periodo de 21 dias, juntamente a aplicacéo topica de
digluconato de clorexidina a 1% em forma de gel. As suturas foram removidas apés 7 a 10 dias. Trés
semanas apos a cirurgia de tratamento dos defeitos a membrana foi removida, o tecido neoformado
sob a membrana dentro do defeito, foi cuidadosamente coletado, o dente extraido e acondicionado
em formol e o retalho suturado. O pés-operatério da cirurgia de exodontia foi acompanhado

normalmente (Figura 1 e 2).
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Figia 1: Fotogramas clilcar Instatuas da seqiecl o procedmeits ral=3des paE
taEme o d3 sipemck RIACIEr o dertes fekchbiados paE@ o gripo cortrok. Apde 3
Fekcio do dete D, 1l redlE@do O kuartEme o 00 rEho mocopericFteal 13 reg Bo 0o 0 ke
24 G, #egudo pel Rrpagem & Alkame o 4@ Fiperick RACAET G, com posterirn
colcacdo da membrava de PTFE= @, eposiclnamento do refalho e i@ @hapk 29
dias dacinrgEde tratamento do detelo @ membrasa bl remoukda &) ,0 teckdo de granlagso
hmado fob @ membraia bl codadosame ve emoukdo @ e acowdickeado em taboe
*eppe WO CcOoNENOD0 AM3 FOIGED paE sular 3 degradagdo do RNA (RHAEEMD , Am bk
Ihc., Sy, T g, 0 den e ediEldo & o el £ vrado .
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Figi@E 2 Foogams clikss Instatuzr 48 seqhencE o procedime v e alados pak
aEme o da sipemck EdiEr doe de ks fekclaados pa@ o gnpo tesk. AplE 3
Fe kg0 do de ko 1ol redlmado o kuartEmerto 9o reEho mcops iiceteal 13 eg Bo do o e
24 i, seguido pe B HiEacEo de micoescoes paE descortam liagdo da swpemck Edicaar
i, com pod Bk cokcagis @ membrara de PTFE-+ (@) Jepod Goname vto do redlio &
i@ haphe 21 diEx dacinigE & taEmes o do deteio, amemb@sa tol emouka @) o
Bclo & gRnBgE fomade fob 3 membAkd bl crddeamente remoukdo @ e
acowdicionado e m tibod "eppe 100 Cote s do 1ma s olcEo pam & utar adegadegEo o RN

(RHAEERMD, Amblon lee., SaEts, T i), 0 ek extraldo & o rellho s @ o).

4.4 Extracao do RNA:
Logo antes da execucdo da exodontia, apos a remogéo da barreira, o tecido de granulagéo
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contido no defeito em cicatrizagdo foi cuidadosamente removido e transportado para o laboratdrio
acondicionado em tubos “eppendorf’ contendo uma solugdo para evitar a degradagdo do RNA
(RNAater® , Ambion Inc., Austin, TX). Os tecidos acondicionados em RNAlater® foram mantidos a
uma temperatura de 4°C - 8°C por um periodo de 12 horas e entdo foram transferidos para -70°C
até seu processamento. O RNA total foi entdo extraido da amostra pelo método do reagente
TRIZOL® seguindo as recomendagdes do fabricante, descritas brevemente como se segue: a
solugdo de RNAlater® foi aspirada, o tecido macerado em nitrogénio liquido, e 1ml de reagente
TRIZOL® adicionado ao tubo com a amostra, agitado por 30 segundos e incubado por 5 minutos em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, 0,2 mL de cloroférmio (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi
adicionado ao tubo, agitado (vortex) e centrifugado (10.000 rpm por 15 minutos a 4°C). A por¢ao
aquosa foi transferida para um outro tubo ao qual foi adicionado 0,5 mL de isopropanol, agitado,
incubado por 20 minutos a uma temperatura de —20°C e centrifugado da mesma forma que descrito
acima. O “pellet” foi lavado com etanol gelado a 75% e seco em temperatura ambiente. As amostras
de RNA foram entdo resuspensas em 30 pL de agua livre de RNase (tratada com dietilpirocarbonato
-DEPC) e armazenadas a -70°C. A concentragdo de RNA foi determinada com a utilizagdo de um
espectrofotometro (Eppendorf AG, Hamburg, Germany).

2.5 Transcricao reversa:

O RNA total foi tratado para a eliminagdo de qualquer residuo de DNA na amostra (DNA-
free™, Ambion Inc., Austin, TX, USA), e 1ug da amostra foi utilizado para a sintese de cDNA (DNA
complementar). Para isto, as reagbes foram realizadas utilizando-se o kit “first-strand cDNA
synthesis (Roche Diagnostic Co., Indianapolis, IN, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante
para um volume final de 20 L. As amostras foram incubadas por 10 minutos a 25°C e entéo por 60
minutos a 42°C. Concluido o segundo ciclo de incubacdo, as amostras foram incubadas por 5
minutos a 99°C e entdo incubadas por 5 minutos a 4 °C para resfriamento. Os reagentes utilizados e
suas respectivas concentracoes foram: solucdo tampdo (1x), MgClo (5mM), mistura de
deoxinucleotideos (1mM), “primers” randomizados - p[dN]s (3,2ug), inibidor de Rnase (50U), e
trancriptase reversa — AMV (20U).

2.6 Desenho dos “Primers”:

Os ‘primers” para GAPDH (gene de referéncia), fosfatase alcalina (ALP), “receptor activator
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of NF-kB ligand” (RANKL), osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN), sialoproteina éssea (BSP),

proteina morfogenética 6ssea (BMP)-2 e 3, fator de crescimento derivado de insulina (IGF-1),

Colageno tipo | e Ill, metaloproteinase (MMP)-2 e -9, fator de crescimento derivado de plaquetas

(PDGF)-1, fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF), fator de crescimento transformador

beta (TGF-B), osteoprotegerina (OPG) e interleucina (IL)-18, IL-4 e IL-6 j& foram desenhados com o

auxilio de um programa desenvolvido especificamente para desenhar ‘primers” para o LightCycler

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) (Tabela 1). Todos os ‘primers” foram verificados

quanto a sua especificidade através da verificagdo da curva de Melting (obtida apds a corrida no

LightCycler).

Tabela 1: Seqiéncia dos primers desenhados e as respectivas Tm’s.

Gene

Primer

Tm (°C)
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GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 53,6
GAAGATGGTGATGGGATTTC 51,4

Colageno | CCCTGGTGCTACTGGTT 60,1
ACCACGCTGTCCAGCAATA 60,4

Colageno |l CCTGGTGGTAAAGGAGAAAGAG 59,9
GACCAGGAAGACCACGAG 60,2

MMP-2 CGACCGCGACAAGAAGTA 60,2
GCACACCACATCTTTCCGTCA 60,4

MMP-9 CAGTTTCCATTCATCTTCCAAGG 59,9
CCCATCACCGTCGAGTC 60,2

OCN AGCTCAATCCGGACTGT 60,4
GGAAGAGGAAAGAAGGGTGC 60,8

OPN AAAGCCAATGATGAGAGCAA 59,6
ATTTCAGGTGTTTATCTTCTTCCTTAC 60,0

OPG CAAAGTAAACGCAGAGAGTGTAGA 59,9
GAAGGTGAGGTTAGCATGTCC 59,6

RANKL CGACATCCCATCTGGTTCC 56,5
GCTGGTTTTAGTGACGTACACC 56,0

IL-1 CTTCTTCGACACATGGGATAAC 60,3
TTTGGGATCTACACTCTCCAGC 60,6

IL-6 CTAGAGTACCTCCAGAACAGATTTGA 60,2
TCAGCAGGCTGGCATTT 60,9

IL-4 GTTGACCGTAACAGACATCTTTG 60.2
CGAGCCGTTTCAGGAATC 59.9

ALP CGGGCACCATGAAGGAAA 60,1
GGCCAGACCAAAGATAGAGTT 60,4

BMP-2 TCAGCATGTTCGGCCTGAAA 59,7
AAAGATTCTTCATGGTGGAAGC 59,9

BMP-3 TGGCTGTCTAAAGATATCACTCAATTC 60,0
GCGGCATCATTGGCATATAC 60,0

TGF-B TACAACAGCACCCGCGA 59,6
TATATATGCTGTGTGTACTCTGCTTGA 60,0

PDGF GGGAAGGCCTAGGGAGT 60,6
ACATAGTAGGTTCAGGAATGTAACAC 59,9

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gene de referéncia), ALP: fosfatase alcalina;

RANKL: “receptor activator of NF-kp3 ligand”; OCN: osteocalcina; OPN: osteopontina; MMP: metaloproteinase;

PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; OPG: osteoprotegerina; IL: interleucina; BMP : proteina

6ssea morfogenética; TGF-B: Fator de crescimento transformador beta.

4.7 Otimizacdo das reacoes:

A eficiéncia das reacbes para cada ‘primer” foi otimizada anteriormente ao inicio das

reacoes propriamente ditas. Concentragdes variando de 2 a 5 mM de MgClz e de 0,2 a 0,5uM de
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cada ‘primer” foram utilizadas para se determinar em quais condi¢bes a reagdo teria a melhor

eficiéncia. Condi¢des essas sugeridas pelo fabricante do equipamento.

4.8 Reacoes de Real Time-PCR:

As reagcbes de PCR quantitativo foram realizadas com o sistema LightCycler (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), utilizando-se o kit “FastStart DNA Master SYBR Green I”
(Roche Diagnostic Co). O perfil das reagdes foi determinado seguindo a formula sugerida pelo
fabricante do equipamento. Para cada uma das “corridas”, a agua foi utilizada como controle
negativo, e o produto das reacgdes foi quantificado utlilizando-se o programa do proprio fabricante
(LightCycler Relative Quantification Software - Roche Diagnostics GmbH). GAPDH foi utilizado como

o gene de referéncia (“housekeeping”) para a normalizagao dos valores.

4.9 Processamento histolégico

Os dentes extraidos foram fixados em uma solugéo de formol a 10% (pH=7.4) por 48 horas.
Os dentes foram lavados em agua destilada e desmineralizados numa solugéo de EDTA a 10% com
solucdo tampéo de fosfato sob constante agitacdo, renovada a cada 24 horas, durante cerca de 3
meses. Os espécimes desmineralizados foram lavados em agua corrente, desidratados em dlcool,
diafanizados em xilol e embebidos em parafina. Cortes no sentido mesio - distal com espessura de

7um foram obtidos e corados em hematoxilina e eosina.

4.10 Microscopia eletrénica de varredura

Os dentes extraidos foram fixados em uma solugéo de formol a 10% (pH=7.4) por 48 horas.
Estes passaram por um processo de desidratacdo com acetona em concentragdes crescentes a

25%, 50%, 75%, 90% e acetona pura, sendo realizada imersdes sucessivas de 20 minutos.
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Os espécimes foram montados em suportes metalicos (stubs) e levados para secagem em
estufa por 24 horas. Posteriormente, 0s espécimes passaram por um processo de metalizacdo com
uma camada de aproximadamente 100 a 200A de liga 4urea.

As amostras foram analisadas em microscopio eletrénico de varredura (Jeol, modelo-
JSM5600, Noran Instruments, USA) com aumento variando de 270 a 900 vezes e aceleracéo de 5 e
20 Kv. Para ambas as andlises histoldgicas foi avaliada toda a superficie radicular considerando a

presenca e auséncia de cemento dental.

4.11 - Analise Estatistica
Utilizando-se do teste t de Student (a=5%) foi realizada uma andlise intergrupo com o
objetivo de se determinar os genes que sao regulados (estimulo ou inibigdo) na presenga ou ndo do

cemento dental. Os valores médios dos genes OPG/RANKL foram comparados estatisticamente
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utilizando-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, com um nivel de significancia de 5%.

5-RESULTADOS
5.1 - Observacdes Clinicas
Durante todo o periodo de cicatrizagdo, ndo ocorreu supura¢ao ou formagéo de abscessos.

Em apenas 2 casos houve retracdo gengival (cerca de 2 mm), com exposi¢@o da parte coronal da
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membrana; nestes casos o controle pés operatdrio do biofilme foi realizado com a aplicagéo diaria de
clorexidina gel a 1% e ndo houve maiores complicagdes. No dia da coleta do tecido de granulacéo e
extracdo dental os tecidos moles estavam completamente cicatrizados, sem sinais clinicos de

inflamac&o.

5.2 - Observacoes Histologicas

A analise histoldgica de microscopia de luz mostrou que no grupo teste, na regido do defeito,
pbde-se comprovar que o cemento dental foi mantido, conforme proposta do presente estudo. Nos
dentes do grupo controle, observou-se que a camada de cemento dental havia sido removida com
exposicéo da dentina (Figuras 3 e 4).

5.3 - Observacoes da Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletrénica foi utilizada para produzir imagens de toda superficie radicular
exposta ao defeito. As imagens obtidas foram analisadas quanto a presenca ou auséncia do
cemento dental. Um intervalo entre dois aumentos foi utilizado, um de 270 vezes e outro de 900
vezes, com o objetivo de buscar a maior definicdo possivel de detalhes. Desta forma observou-se
que no grupo teste foi mantida a camada de cemento dental, enquanto que no grupo controle

observou-se exposicao da superficie dentinaria (Figuras 5 e 6).
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Fiqura 3 - Fotomicrogrfias ilustetivas dos achados histoldgicos ne Gupe B, onde o
cemento foi presemade. & o E Aspects histeldgico da regige do defefto, onde pode-se
obseMiar uma espessa caMada de cememts remanescemte [setas] Comes mesio-distis,

colomgao HEE, aumento orfginal -5 fem 2 e 10 (2m B). D=dentina.

Fiqura - Fotomicrog rfias ilustrativas dos achados histaldgicos no Grips &, onde o cemento fi
removido, & @ E Aspects histeldgico da regige do defeito,onde pode-se obsemar a dentina e
ausEncia do cemento dental [Fetasy Cotes mesiodistais, colo mgao HAE, aumemto ofginal - $x

[em &) e 10x [em B} D =demtina.
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Figuras: Micrscopia eletrinica de vamedua da supeficie mdicularmostrndo a presenga do
cements dental. & aumerto de 3506 @ B auments de 900X,

Figura 5 Micrscopia eletinica de varedur da supeficie mdicular mostrande auséncia de
cements dental & exposigan da camada dentindia. A aume o de 270 & B aumento de 900,

5.4 - Resultados da expressao génica
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No presente estudo procurou-se dividir os genes pesquisados em relacdo a: (1)
formacéo/regeneracéo de 0sso e cemento dental, (2) processo inflamatério e (3) a degradacéo da
matriz. De acordo com os resultados obtidos pdde-se observar uma diferenca estatisticamente

significante, entre os grupos controle e teste, em relacéo a alguns dos genes estudados.

5.4.1 - Analise quantitativa da expressdo de genes relacionados ao processo de formagao/
regeneracao de cemento dental

A andlise quantitativa revelou ndo haver diferenca estatisticamente significante na expresséo
dos niveis mRNAs entre os grupos controle e teste, respectivamente, para: fosfatase alcalina (
0,85+0,28 e 0,83+0,21; p=0,872) , osteopontina (0,55+0,15 e 0,45+0,13; p=0,139), RANKL
(0,27+0,09 e 0,33+0,08; p= 0,147) e osteoprotegerina (1,15+0,39 e 1,01+0,37; p= 0,434) (Graficos
1, 2, 3 e 4). Foi avaliada a proporcdo entre as médias de RANKL e OPG para ambos os grupos. Os
resultados mostraram n&o haver diferenca significativa na proporcdo RANKL: OPG entre os grupos
controle e teste, respectivamente (4,41+1,60 e 3,32 £1,82; p=0,104) (Grafico 5).

Quando avaliados os niveis de mRNAs para osteocalcina (3,84+1,01 e 1,83+0,57; p=0,001),
colageno | (3,98+1,07 e 2,85+0,99; p=0,024 ) e colageno Il (2,59+0,99 e 1,39+0,76; p=0,008),
observou-se que 0 grupo teste apresentou uma menor expressdo destes genes comparado ao
grupo controle (Graficos 6 , 7 e 8). Enquanto que os niveis de mRNAs de PDGF-1 (1,78+0,45 e
2,53+0,40; p=0,001), bFGF (7,07+£1,20 e 9,77+2,35; p=0,005) e BSP (16,43+3,93 e 23,34+3,19;
p=0,001) foram significativamente mais altos no grupo teste (Graficos 9, 10 e 11).

Em relacdo aos genes BMP-2 e 3 e TGF- ndo foram observadas a expressdo de mRNAs

para ambos 0s grupos.

Grafico 1 - Valores médios e desvio padrdo para os niveis de mRNA Fosfatase Alcalina nos grupos

controle e teste.
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Grafico 2 — Valores médios e desvio padrao para os niveis de mRNA Osteopontina nos grupos

controle e teste.
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Grafico 3 — Valores médios e desvio padrao para os niveis de mRNA RANKL nos grupos controle e
teste.
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Grafico 4 - Valores médios e desvio padrao para os niveis de mMBNA OPG nos grupos controle e

teste.
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Grafico 5 - Valores da relagdo entre os niveis médios de mRNA para OPG e para
RANKL
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Grafico 6 — Valores médios e desvio padrao para os niveis de mMBNA OCN nos grupos controle e
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*Estatisticamente significante, p<0,05 (teste t).

Grafico 7 — Valores médios e desvio padrdo para os niveis de mRNA COL | nos grupos controle e

teste.
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*Estatisticamente significante, p<0,05 (teste t).
Grafico 8 — Valores médios e desvio padrdo para os niveis de m RNA COL IIl nos grupos controle e

teste.
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*Estatisticamente significante, p<0,05 (teste t).
Grafico 9 — Valores médios e desvio padrao para os niveis de mRNA PDGF-1 nos grupos controle e

teste.
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“Estatisticamente significante, p<0,05 (teste t).
Grafico 10 — Valores médios e desvio padrao para os niveis de mRNA BSP nos grupos controle e

teste.
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Grafico 11 - Valores médios e desvio padrao para os niveis de mRNA bFGF nos grupos controle e

teste.
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*Estatisticamente significante, p<0,05 (teste t).

5.4.2 - Andlise quantitativa da expressao de genes relacionados ao processo inflamatério

Quando avaliados 0s genes relacionados ao processo inflamatério, os resultados demonstraram que
os niveis de mRNA para IL-18 ( 0,39+0,17 e 0,39+0,19; p=1,00) e IL-6 (0,23+0,09 e 0,23+0,07; p=1,00) ndo
apresentavam diferenca estatistica. Porém quando avaliados os niveis de mRNA para IL-4 observou-se uma
maior expressao no grupo teste, sendo esta estatisticamente significante (14,89+4,14 e 24,01+7,00;p=0,002)
(Graficos 12,13 e 14).

Grafico 12 - Valores médios e desvio padréo para os niveis de mRNA IL-1 B nos grupos controle e

teste.
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Grafico 13 - Valores médios e desvio padrao para os niveis de mRNA IL-6 nos grupos controle e

IL-1B (mMRNA/Gapdh)

Grupos

teste.
0.40
034
=
2
2 .28 |
o
< 022 -
E
= 0.16
=
0.10 1
0.04 -
SCM CCM

Grupos

Grafico 14 - Valores médios e desvio padrao para os niveis de mRNA IL-4 nos grupos controle e
teste.
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*Estatisticamente significante, p<0,05 (teste t).

5.4.3 - Analise quantitativa da expressao de genes relacionados ao processo de degradacao
da matriz

Em relacdo a quantificacdo de genes relacionados ao processo de degradacdo da matriz,
foram avaliados no presente estudo os niveis de mMRNA de MMP-2 e MMP-9 expressos nos grupos
controle e teste. Os resultados mostraram que para a MMP-2 foi encontrada uma diferenca
estatistica no nivel de mRNA entre os grupos (1,72+0,18 e 1,27+0; p=0,001), enquanto que para a
MMP-9 n&o foi encontrada nenhuma diferenca estatistica entre os grupos (0,69+0,24 e 0,73+0,23;
p=0,657) (Graficos 15 e 16).

Grafico 15 - Valores médios e desvio padrdo para os niveis de mMRNA MMP-2 nos grupos controle e

teste.
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Grafico 16 - Valores médios e desvio padrao para os niveis de mBNA MMP-9 nos grupos controle e
teste.
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6 - DISCUSSAO
Um dos principais desafios da terapia periodontal contemporédnea tem sido o
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restabelecimento do ligamento periodontal, cemento dental e o0sso alveolar perdidos durante o
processo da doenca periodontal inflamatéria. Segundo o paradigma atual da regeneragao
periodontal, 0 sucesso na neoformagéo dos tecidos periodontais de suporte depende da migracéo e
proliferacdo das células do ligamento periodontal remanescentes, acompanhada pela subseqtente
diferenciacdo em osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos, e sintese de componentes das
matrizes teciduais. Com a melhor compreenséo dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos
na regeneracdo periodontal, sabe-se que todos esses eventos celulares sdo regulados por varios
mediadores bioldgicos tais como, citocinas e fatores de crescimento, presentes nos tecidos
periodontais remanescentes e secretados pelas células inflamatérias nas fases iniciais de reparo da
ferida periodontal (Clark et al., 1996).

O cemento radicular constitui um tecido rico em proteinas n@o colagenosas (osteopontina e
sialopreina dssea) e fatores de crescimento (BMP-2, -3, -4, PDGF, TGF-p e IGF-I), os quais
possuem, in vitro, a habilidade de promoverem a proliferacdo e a diferenciacdo de células
progenitoras localizadas no ligamento periodontal (Saygin et al., 2000). Atualmente, comprovou-se
que os lipopolissacarideos bacterianos estdo fracamente aderidos ao cemento dental ndo se
justificando um intenso alisamento radicular com o intuito da remogao completa do cemento (Daly et
al., 198). Desta maneira, o presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil de expressao
génica do tecido de granulagéo formado em defeitos infradsseos tratados pelo principio da RTG na
presenca ou ndo de cemento dental avaliou se a preservagao do cemento dental.

Apds a coleta e avaliagdo das amostras pdde-se observar que a prevaléncia da expressao
de mRNA de RANKL e OPG foram similares nos grupos controle e teste. A expressdo de RANKL e
OPG é regularmente encontrada em pacientes saudaveis fazendo parte do processo de regulagao
da remodelacédo 6ssea, através da interag@o entre osteoclasto e osteoblasto (Theoleyre et al., 2004).
Estudos afirmam que o RANKL estd diretamente relacionado ao processo de reabsorcdo dssea
(Teitebaum 2000), e este é bloqueado pela agéo da OPG que leva a uma diminuicdo da perda dssea
alveolar (Teng et al., 2000, Liu et al., 2003), tornando a OPG uma molécula protetora da massa
0ssea. Estes genes podem ser inibidos ou estimulados por inimeras substancias como IL-1, TNF-a
,TGF-B que podem agir diretamente em células 6sseas ou através da ativagdo via osteoclastos,
sendo esta via considerada a chave da regulacéo do processo de reabsor¢éo/aposicao dssea.

Em relagdo aos genes presentes no processo inflamatorio, foram avaliados a IL - 183, IL - 6
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e IL - 4, pdde observar que a intensidade de expressdo de mBNA de IL - 1B, IL - 6 foi similar nos
grupos controle e teste, podendo-se sugerir que este fato pode ter ocorrido devido a similaridade da
época em que os tecidos foram coletados (21 dias apds o tratamento do defeito e colocagé@o da
membrana). A literatura tem demonstrado que citocinas como a IL - 1 e IL - 6, consideradas
citocinas proé-inflamatdrias, estao diretamente relacionadas com o estimulo da atividade osteoclastica
e de degradacdo da matriz através da estimulagdo da expressdo de RANKL e MMPs (Ting et al.,
2004). No presente estudo observou-se que, para os valores de RANKL e MMP-9 ndo foram
encontradas diferengas estatisticas entre os grupos, confirmando assim os achados na literatura que
correlacionam estes genes. Quanto ao mRNA de IL - 4 observou-se uma maior expresséo deste
gene no grupo onde o cemento dental foi mantido, porém quando avaliados os genes relacionados a
sua atividade anti-inflamatdria, foi possivel observar que apesar deste apresentar maior expressao
no grupo teste sua influéncia na expressao de outros genes como OPG, néo foi observada.

Outras substancias também relacionadas ao processo de remodelacdo 6ssea foram
avaliadas, dentre elas encontram-se a osteopontina, osteocalcina e fosfatase alcalina. A
osteocalcina € considerada a substancia n&o colagena mais abundante na matriz dssea extracelular,
estando fortemente relacionada ao processo de maturacao celular, sendo normalmente expressa por
cementoblastos (Nociti et al, 2004). A osteopontina também relacionada ao processo de
mineralizac&o é normalmente encontrada em tecido 6sseo ja mineralizado. No presente estudo nao
foi encontrada diferenca estatisticamente significante de expressdo de mRNAs de genes
relacionados osteopontina e fosfatase alcalina, porém encontrou-se diferenca entre 0s grupos na

expressao de m RNA de osteocalcina.

A matriz extracelular é um sistema complexo responsavel pelas propriedades fisioldgicas do
tecido conjuntivo. Em situacdes inflamatorias hd uma quebra nesta homeostasia levando a um
aumento na expressdo de MMPs em relacdo ao seu inibidor e a uma maior degradacédo de
moléculas como o colageno. De acordo com os resultados deste estudo, houve uma diferenca
estatistica em relagdo a expressé@o génica de MMP-2. Em relacdo a expressao génica da MMP-9,
ndo foi encontrada nenhuma diferenca estatistica entre 0s grupos, porém este estava
quantitativamente mais expresso no grupo teste. A expressao génica de colageno tipo | e Ill também
foram avaliadas, onde se constatou uma diferenga estatistica entre os grupos favorecendo o grupo

controle na expressao destas moléculas, assim, a presenca destes genes confirmam que o correto
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tempo da coleta do tecido de granulagdo. Porém, estes resultados discordam dos encontrados por
Séguier e colaboradores (2001), onde puderam observar que o0 aumento da expresséo de MMP-2, 9,
1, e 13, associado a diminuicdo de seu inibidor, resulta na degradacéo de moléculas de colageno.

Genes relacionados ao processo de regeneragao, como o PDGF, foi estudado. A literatura
apresenta-se conclusiva em relacdo a atuacdo do PDGF no processo de regeneragdo periodontal
por meio da estimulagéo de células envolvidas neste processo, podendo este atuar na osteogénese
e vascularizagéo da regido. O PDGF tem mostrado resultados expressivos na promogédo do reparo
0sseo e tecido mole. Estudos demonstram que 0 mecanismo de a¢do do PDGF esta relacionado a
presenca de receptores na superficie de células do ligamento periodontal, dsseas e epitélio gengival
(Green et al., 1997, Pinheiro et al., 2003). Observou-se que houve uma expressao significativa de
mRNA do PDGF -1 no grupo onde o cemento dental foi mantido, levando a crer que a preservagao
do cemento dental pode estar fortemente relacionada a um possivel processo de regeneragdo
periodontal. E possivel especular que apesar maior expressdo de PDGF - 1 ter sido no grupo onde o
cemento dental foi mantido era esperada também a expressdo de BMPs principalmente neste grupo.

Resultados de pesquisas em animais sugerem que as BMPs tém a habilidade de estimular
a regeneracdo de tecidos periodontais, incluindo o cemento dental, por possuir uma grande
quantidade de mediadores que estimulam a osteoinducéo (Giannobile et al.,1998) e sugerem ainda
que BMPs associados a fatores de crescimento como o PDGF possuem varias aplicagdes clinicas
(Bartold et al.,2000). Estudos atuais indicam que BMPs s&o potentes indutores de diferenciacao
oetoblastica ,in vitro, e apresentam uma forte relagdo com a formacéo dssea, in vivo (Giannobile et
al.,1998). Devido sua a importdncia em relacdo ao processo de regeneracdo periodontal,
principalmente dssea, a BMP — 2, BMP - 3 e o TGF - B, foram selecionados, porém nédo foram
identificadas expressdes destes no presente estudo, possivelmente porque estes genes
normalmente s&o expressos em um periodo mais tardio do processo de regeneracdo (King &
Cochoran, 2002).

Finalmente, a recente disponibilizacdo de culturas de cementoblastos animais e humanos
(D’Errico et al, 2000; Saito et al, 2005) tem nos possibilitado estudar o papel destas células na
modulagdo dos processos de cicatrizagdo periodontal. Estudos in vitro mostraram que o0s
cementoblastos expressam genes associados a mineralizagdo (como sialoproteina dssea e

osteocalcina), promovem a formagéo de nddulos minerais e respondem a fatores de crescimento e
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horménios osteotrdpicos (Giannobile et al, 2001, Saygin et al, 2000a e 2000b). Adicionalmente,
estudos in vivo mostraram que 0s cementoblastos tém uma grande habilidade em induzir
mineralizacdo em defeitos periodontais do tipo fenestracdo, quando transplantados via esponja de
colageno (Zhao et al., 2004, Jin et al., 2004).

Apesar de estudos prévios (Gongalves et al., 2006) terem mostrado que a presenca do
cemento dental pode modular a regeneracao periodontal, in vivo, até o presente momento néo havia
evidéncias cientificas que explicassem diretamente 0os mecanismos pelos quais a preservagéo do
cemento dental poderia modular a regeneracao periodontal, sendo este o primeiro estudo in vivo que
revela o papel do cemento frente @ modulagé@o de genes relacionados ao processo de regeneragéo.
Além do que, o presente estudo coletou amostra em um dado periodo de tempo (21 dias), sendo por
este motivo, dificil determinar a cinética dos eventos durante todo o curso do processo regenerativo.
Em suma, podemos especular que a presenca do cemento dental poderia favorecer a regeneracgao
periodontal por ser, comprovadamente, fonte de fatores de crescimento presentes em sua matriz.

Os resultados do presente estudo ndo deverdo ser interpretados de modo a dizer que os
genes aqui encontrados irdo expressar suas respectivas proteinas, pois a amostra foi coletada em
um dado periodo, assim ndo podemos extrapolar estes resultados para periodos anteriores ou
posteriores da coleta da amostra. Entretanto, os presentes resultados suportam a visdo de que o
cemento dental pode modular a resposta tecidual, em especial, quando uma técnica regenerativa
(como a RTG) é utilizada. Todavia, estudos adicionais s&o necessarios para investigar cineticamente
e, ndo somente de maneira pontual, o papel do cemento dental na regeneracao periodontal, em

termos de genes envolvidos no processo regenerativo.
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7 - CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, pdde-se concluir que o cemento dental pode modular
0 processo de regeneracado periodontal, regulando a expressao dos genes PDGF - 1, bFGF, BSP, IL
-4, 0CN, Col I e Col Ill.
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Graficos ilustrativos das curvas de melting referentes aos genes ja padronizados. Os graficos
ilustram as melhores condigdes obtidas para cada gene e o seu respectivo controle negativo (dgua
livre de nucleotideos) — A. OPG, B. RANKL, C. IL-1, D. GAPDH, E. IL-6, F. MMP-2, G. ALP, H. MMP-

9, I. Colageno-I, e J. Colageno-lIl.
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