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RESUMO 

 O objetivo do presente estudo foi caracterizar o perfil de expressão gênica do tecido de 

granulação formado em defeitos infraósseos tratados pelo princípio da RTG, na presença ou não de 

cemento dental. Para isto, foram selecionados 30 pacientes portadores de periodontite crônica e 

com pelo menos um dente apresentando defeito do tipo vertical sem envolvimento endodôntico e 

indicado para extração. Os pacientes foram divididos em dois grupos experimentais de acordo com 

seu histórico de terapia periodontal prévia ou não: Controle: remoção do tecido de granulação e uma 

cuidadosa raspagem e alisamento radicular, utilizando curetas e brocas, objetivando a completa 

remoção dos depósitos duros e moles e do cemento radicular e Teste: a remoção do tecido de 

granulação, destacamento de cálculos grosseiros e descontaminação radicular com micro escovas e 

soro fisiológico objetivando a preservação do cemento radicular. Em ambos os grupos, os defeitos 

foram tratados com o princípio da Regeneração Tecidual Guiada (Goretex®), os retalhos foram 

posicionados coronariamente e suturados. Após 21 dias, o tecido formado sob a membrana foi 

coletado e armazenado para extração do RNA total e análise por meio do PCR quantitativo (PCRq), 

o dente foi extraído e avaliado histológicamente. Os resultados obtidos foram submetidos ao teste t 

de Student com nível de significância de 0,05 e foram agrupados de acordo com a função de cada 

gene: genes relacionados ao processo de formação óssea/cementária - fosfatase alcalina, 

osteopontina, “receptor activator of NF-kβ ligand” (RANKL) e osteoprotegerina não apresentaram 

diferença estatística entre os grupos controle e teste. Porém quando avaliados os níveis de mRNA 

de osteocalcina (OCN) (3,84±1,01 e 1,83±0,57; p=0,001), colágeno I (3,98±1,07 e 2,85±0,99; 

p=0,024), colágeno III (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 (bFGF) (7,07±1,20 e 

9,77±2,35;p=0,005) e sialoproteína óssea (BSP) (16,43±3,93 e 23,34±3,19; p=0,001)  foi 

encontrada uma diferença estatística entre os grupos. Genes relacionados à inflamação: interleucina 

1ß(IL-1ß) e interleucina 6 (IL-6) observou-se que não houve diferença estatística entre os grupos, 

porém para IL-4 (14,89±4,14 e 24,01±7,00; p=0,002) houve uma maior expressão deste gene no 

grupo teste. Quanto aos genes relacionados à degradação da matriz: para a MMP-2 houve uma 

diferença estatística no nível de mRNA entre os grupos (1,72±0,18 e 1,27±0,27; p=0,001), enquanto 

que para a MMP-9 não foi encontrada nenhuma diferença estatística. Dentro dos limites do presente 

estudo, pode-se concluir que o cemento dental pode modular o processo de regeneração periodontal 
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regulando a expressão dos genes PDGF-1,  bFGF,  BSP , IL-4 ,OCN , Col I e Col III . 

 

Palavras-chave: Periodontia, Reação 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-kβ ligand” (RANKL), 

osteoprotegerin (OPG), interleukin 1 (IL-1ß), 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 I collagen (3.98±1.07 and 

2.85±0.99; p=0.024), type III 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 – INTRODUÇÃO 

A raspagem e alisamento radicular são as formas de terapia mecânica mais comumente 

empregadas em periodontia. Têm sido utilizados para descontaminação radicular, não somente no 

tratamento de doenças periodontais, como também empregados na manutenção da saúde do 

periodonto após a terapia e na prevenção da doença recorrente (Lindhe & Nyman, 1984). O objetivo 

da raspagem e alisamento radicular é remover cálculo e depósitos bacterianos sobre a superfície 

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 clínicos da raspagem e 

alisamento radicular estão de uma forma geral, bem documentados e, em combinação com uma boa 

higiene oral, resultam na diminuição da profundidade de sondagem das bolsas e na estabilização 

das medidas do nível clínico de inserção, particularmente em bolsas periodontais profundas (Kaldahl 

et al., 1993). 

A superfície radicular contaminada parece ser biologicamente incompatível com os tecidos 

periodontais adjacentes. Essa incompatibilidade pode ser atribuída à presença do biofilme 

bacteriano subgengival (Christersson et al., 1991), ao cálculo subgengival (Mandel & Gaffer, 1986) e 

ao biofilme bacteriano aderido à superfície deste cálculo (Friskopp & Hammarström, 1980). 

Entretanto a contaminação do cemento dental tem sido bastante contestada, sendo motivo de 

muitas investigações na década de 80 (Daly et al., 1979, 1980 e 1982). A idéia de que superfícies de 

dentes humanos periodontalmente comprometidas exerceriam efeitos citotóxicos sobre os tecidos foi 

proposta inicialmente por Hatfield & Baumhammers (1971). O fato foi corroborado por Morrisen 

(1972 e 1975), que observou a citotoxidade de raízes dentais humanas com doença periodontal, 

implantadas em abdome de ratos. Aleo et al. (1974 e 1975) demonstraram que a presença dos 

lipopolissacarídeos (LPS), endotoxinas derivadas da parede celular de bactérias gram-negativas, 

exercia um efeito biológico inibitório do crescimento de fibroblastos gengivais in vitro. Investigações 

subseqüentes (Jones & O´Leary,1978; Nishimine & O´Leary, 1979) sugeriram que os 

lipopolissacarídeos (LPS) eram absorvidos e penetravam no cemento dental, o que foi suportado 

também por estudos que identificaram um carboidrato próprio dos LPS infiltrado profundamente no 

cemento dental (Fine et al., 1980). Entretanto, a visão oposta, de que os LPS estavam somente 

associados, e não 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 
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facilmente com uma simples escovação ou polimento dental. 

A localização quase exclusiva dos LPS na superfície, e não no interior do cemento dental 

das raízes comprometidas periodontalmente, foi revelada por Moore (1986) e confirmada 

imunohistoquimicamente por Hughes & Smales (1986), que não encontraram uma provável 

infiltração sub-superficial por LPS no cemento dental. Em uma investigação subseqüente utilizando 

microscopia eletrônica de varredura, Hughes et al. (1988) mostraram que a maior parte dos LPS 

estava associada às bactérias, e não 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 significância clínica do LPS ligado ao 

cemento dental havia sido superestimada no passado, e que, além disso, um alisamento radicular 

muito intenso não mais se justificaria para remover este LPS sobre o cemento dental ou qualquer 

outra substância citotóxica 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 cães e o segundo em 

humanos) com o objetivo de avaliar se a instrumentação da superfície radicular deveria ou não 

incluir a remoção "total" do cemento dental para se obter saúde periodontal. Para isto, os autores 

compararam os resultados do tratamento A (remoção total do cemento com instrumentos rotatórios) 

e B (polimento da superfície radicular com taça de borracha e pasta profilática), ambos com acesso 

cirúrgico. Os resultados demonstraram, clinica e histologicamente, que o mesmo grau de saúde 

periodontal poderia ser atingido com os dois tipos de tratamento, o que levou os autores a concluir 

que a remoção intencional do cemento dental, com o objetivo de eliminar endotoxinas, não se 

justificaria do ponto de vista de melhora dos parâmetros clínicos. 

Nesse contexto, as vantagens da preservação do cemento dental, o qual é fundamental para 

inserção de fibras colágenas do ligamento periodontal (Blömlof et al, 1987; Adriaens et al, 1988) 

devem ser consideradas. A resistência relativa do cemento dental à reabsorção (Brown, 1982), a 

prevenção da anquilose (Melcher, 1976) e a diminuição da ocorrência de hipersensibilidade 

dentinária após o tratamento (Wallace & Bissada, 1990) são pontos importantes, porém, de 

fundamental importância seria a preservação do cemento dental de modo que este pudesse modular 

o processo de regeneração periodontal. 

 Num estudo em cães detalhando aspectos estruturais e ultra-estruturais do periodonto após 
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regeneração tecidual guiada (RTG), Schüpbach et al. (1993) encontraram que a regeneração 

periodontal (com arquitetura e função completamente restauradas) somente ocorreu em partes da 

superfície radicular onde havia algum cemento dental remanescente ocasionalmente deixado após a 

instrumentação radicular, demonstrando um possível papel do cemento dental no processo de 

regeneração periodontal. Neste sentido Gonçalves et al, 2006, em um estudo também em cães, 

avaliaram histometricamente o potencial regenerativo do cemento em lesões de bifurcação classe III, 

induzidas por ligaduras, tratadas pelo princípio da RTG. Observou-se que, no grupo onde o cemento 

dental foi mantido houve uma maior porcentagem de novo cemento e novo osso, o que levou os 

autores a concluir que o cemento dental pode modular a regeneração periodontal obtida em defeitos 

de furca III em cães, tratados com RTG. 

Entretanto, até o presente momento, não existem dados que elucidem os mecanismos 

envolvidos e a importância do cemento dental remanescente modulando os genes envolvidos no 

processo de cura obtida após a terapia periodontal, particularmente utilizando técnicas 

regenerativas. Apesar dos diferentes tipos de reparo periodontal ter sido extensamente 

documentados do ponto de vista clínico e histológico, a origem das células e sua regulação e 

diferenciação ainda não estão bem compreendidos (Egelberg, 1987; Aukhil et al., 1990; Pitaru et al., 

1994) e, portanto estudos que demonstrem os mecanismos envolvidos neste processo estão 

justificados. Um outro aspecto de particular importância, que reforça a proposta do presente 

trabalho, são os achados de que proteínas da matriz dentinária, in vitro, modulam sinais regulatórios 

para a reparação e reabsorção dos tecidos dentais e periodontais (Silva et al. 2004 a, b e c). Assim, 

os constituintes da dentina agem nas células próximas, incluindo células do ligamento, osteoblastos, 

osteoclastos e células inflamatórias (Silva et al., 2004a), causando uma intensa migração e 

maturação celular progressiva, de maneira dose-dependente (Lara et al., 2003), induzindo a 

produção de citocinas pró-inflamatórias por osteoblastos (Silva et al., 2004b) e o recrutamento de 

neutrófilos durante o processo patológico (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 regeneração dos tecidos periodontais.  O cemento dental poderia 

participar de forma direta ou indireta, modulando a resposta durante o processo de regeneração 

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 orgânica do cemento dental é 
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composta por inúmeros fatores de crescimento (Cafesse & Quiñones, 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 expressão gênica do tecido de granulação formado em 

defeitos infraósseos tratados pelo princípio da RTG, na presença ou não de cemento dental. 

 

2 - REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 – Características gerais do cemento dental 

O cemento é um tecido avascular e mineralizado que recobre toda a superfície radicular. 

Devido à sua posição intermediária, formando a interface entre a dentina e o ligamento periodontal, o 

cemento é um componente do dente, mas pertence funcionalmente ao aparato de inserção, ou seja, 

ao periodonto. Uma das principais funções do cemento é ancorar as fibras colágenas do ligamento 

periodontal à superfície radicular, mas ainda apresenta uma importante função reparativa e 

adaptativa, exercendo um papel crucial na manutenção da relação oclusal e protegendo a 

integridade da superfície radicular (Bosshardt & Selvig, 1997). 

Anteriormente, o conhecimento sobre o desenvolvimento e a estrutura geral do periodonto 

estava limitado a informações morfológicas. Entretanto, na última 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 regeneração dos tecidos periodontais, 

incluindo o cemento dental. 

O cemento dental é um tecido único em vários aspectos: é avascular e não inervado, não 

sofre remodelação contínua como o osso, mas continua a crescer em espessura ao longo do tempo 

(Bosshardt & Selvig, 1997). No nível molecular,  o cemento parece ter seu desenvolvimento 

controlado por vários fatores reguladores em comum com os do osso alveolar (McNeil et al, 1998, 

Saygin et al, 2000). 

Existem evidências histológicas de que o cemento é essencial para a maturação do 

periodonto, tanto durante o desenvolvimento quanto na regeneração periodontal (Saygin et al, 2000). 

Estudos recentes têm contribuído para o entendimento dos fatores moleculares envolvidos na 

regeneração do cemento dental (McNeil & Somerman, 1993), mas a cementogênese continua sendo 

pouco entendida em sua base biológica e celular. 

2.2 – Tipos de cemento 
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Tradicionalmente, o cemento tem sido classificado em celular e acelular, dependendo da 

presença ou não de células (cementócitos) em sua estrutura. Outra classificação diz respeito à 

presença ou ausência de fibras colágenas intrínsecas ou extrínsecas em seu interior, formadas por 

cementoblastos ou fibroblastos, respectivamente (Jones, 1981; Schroeder, 1986). Com relação a 

estes aspectos, três tipos principais de cemento têm sido descritos em humanos.  

O cemento acelular afibrilar cobre pequenas porções do esmalte dental, se estendendo 

sobre a junção cemento-esmalte. A localização deste tipo de cemento varia de dente para dente e 

ao longo da junção cemento-esmalte do mesmo dente (Schroeder & Scherle, 1988). Seus principais 

componentes estruturais são as glicosaminoglicanas (Schroeder, 1986) e sua significância funcional 

é desconhecida. A ausência de fibras colágenas indica que esta variedade de cemento não tem 

função de inserção. 

O cemento celular de fibras intrínsecas contém cementócitos embebidos em uma matriz 

colágena rica em fibras. Estas fibras intrínsecas estão orientadas paralelamente à superfície 

radicular e têm um curso circular ao redor da raiz (Schroeder, 1986). Uma rápida deposição de 

matriz pelos cementoblastos, que ocorre no espaço entre as células derivadas da bainha epitelial de 

Hertwig e a superfície dentinária parece ser responsável pela incorporação de alguns 

cementoblastos, que se tornam os cementócitos aprisionados na matriz mineralizada (Bosshardt & 

Schroeder, 1991). O cemento celular de fibras intrínsecas é encontrado na região de bifurcação, na 

porção apical das raízes, em lacunas de reabsorção, em irregularidades e fendas de fratura 

radicular, o que evidencia uma importante função adaptativa, embora não tenha função direta de 

inserção. Somente este tipo de cemento é capaz de reparar áreas de reabsorção da superfície 

radicular num tempo razoável, devido à sua capacidade de deposição muito mais rápida que 

qualquer outro tipo de cemento (Bosshardt & Schroeder, 1991). 

O cemento acelular de fibras extrínsecas é encontrado nas porções cervical e média da raiz, 

cobrindo cerca de 40 a 70% da superfície radicular. Em dentes anteriores, pode cobrir também parte 

da porção apical, já que sua extensão em direção apical aumenta de dentes posteriores para 

anteriores. Sua função é de inserção, ancorando as fibras do ligamento periodontal à raiz. Sua 

estrutura consiste de uma densa rede de fibras colágenas curtas implantadas na matriz dentinária 

(glicosaminoglicanas) e orientadas perpendicularmente à superfície radicular (Schroeder, 1986). 

Quando estas fibras se tornam alongadas e contínuas com as fibras principais do ligamento 
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periodontal, são denominadas de fibras de Sharpey (Schroeder, 1986). Embora o cemento acelular 

de fibras extrínsecas seja um tecido em crescimento constante, linhas aposicionais de crescimento 

podem ser identificadas, em associação com uma mudança abrupta na direção das fibras de 

Sharpey (Cho & Garant, 2000). Este tipo de cemento apresenta um nível de crescimento mais rápido 

nas superfícies distais (4,3µm/ano) que nas mesiais (1,4µm/ano) das raízes (Dastmalchi et al, 

1990), o que sugere seu potencial de adaptação às demandas funcionais, como a resultante oclusal 

anterior e inclinação mesial. Em humanos, as fibras extrínsecas transpassam e se mesclam às fibras 

intrínsecas do cemento celular, formando uma rede densa de fibras extrínsecas e intrínsecas; este 

tipo de cemento é referido como cemento celular estratificado misto (Schroeder, 1986).  

2.3 – Contaminação do cemento dental 

Várias alterações patológicas ocorrem na superfície dental exposta ao ambiente da bolsa 

periodontal, em contato com as bactérias e seus produtos. A preocupação com a exposição do 

cemento às endotoxinas bacterianas, das quais o LPS é o representante mais estudado, formou a 

base biológica para a realização de uma extensiva raspagem e alisamento radicular, com o objetivo 

de remover a parte contaminada do cemento, além do biofilme e cálculo 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 adesão 

destas células à superfície radicular contaminada. Os autores verificaram que a porção contaminada 

de dentes extraídos com doença periodontal teve pouca ou nenhuma adesão de fibroblastos, 

enquanto que na porção remanescente não contaminada as células aderiram normalmente. A 

remoção mecânica do cemento contaminado (com raspagem e alisamento radicular) também 

resultou na adesão normal de fibroblastos à superfície radicular. Os autores concluíram que, 

extrapolando estes dados para uma situação in vivo, o sucesso clínico do tratamento periodontal 

dependeria de uma completa remoção das toxinas associadas ao cemento contaminado ou da 

remoção do próprio cemento. 

Daly et al (1982) investigaram histologicamente a presença e localização dos 

lipopolissacarídeos bacterianos (LPS) no cemento de 36 dentes com doença periodontal, 

comparados a dois dentes controle saudáveis. Os dentes foram descalcificados e cortes seriados 

foram corados para a detecção de LPS. Os resultados indicaram a presença destas endotoxinas 
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bacterianas penetrando cerca de 10 µm no cemento, embora houvesse a presença de depósitos 

bacterianos até próximo à junção cemento-dentinária. Os autores sugeriram que todo o cemento 

deveria ser removido durante a raspagem, para se obter uma superfície livre de contaminação. 

Adriaens et al (1988) encontraram bactérias cultiváveis presentes na dentina (87% das 

amostras) e na polpa (59% das amostras) de dentes com doença periodontal e livres de lesões 

cariosas. Num estudo ultraestrutural subseqüente (Adriaens et al, 1988), utilizando microscopia de 

luz e eletrônica de varredura para analisar 21 dentes humanos com doença periodontal avançada, o 

mesmo grupo de autores encontrou bactérias presentes no cemento, nos túbulos dentinários e até 

na polpa dental. Em dentes que foram instrumentados, observou-se a presença de bactérias no 

cemento dental remanescente. Os autores concluíram que estas bactérias poderiam servir como 

fonte de recolonização de sítios tratados periodontalmente, e, baseados nisto, propuseram a 

utilização de agentes químicos em associação à terapia mecânica. 

Por outro lado, a extensão da contaminação do cemento dental tem sido bastante 

contestada, sendo motivo de muitas investigações na década de 80. 

Jones & O´Leary (1978) testaram in vivo a efetividade da raspagem em remover endotoxinas 

bacterianas da superfície radicular de dentes periodontalmente comprometidos. As 48 superfícies 

instrumentadas continham, em média, somente 1ng a mais de endotoxinas que as superfícies de 

dentes saudáveis não-erupcionados, o que levou os autores a concluir que a raspagem foi capaz de 

produzir uma superfície radicular semelhante à de dentes saudáveis, quase totalmente livres de 

endotoxinas detectáveis. 

Hughes & Smales (1986) descreveram o uso de um método imunohistoquímico para 

analisar a distribuição de endotoxinas no cemento radicular, em dentes expostos ao ambiente da 

bolsa periodontal. O grupo teste foi constituído por dentes humanos extraídos comprometidos por 

doença periodontal avançada, enquanto o grupo controle foi composto dentes extraídos por outras 

razões. Remanescentes de placa e cálculo foram removidos cuidadosamente da superfície radicular 

com curetas, sem a intenção de remoção do cemento. Todos os dentes comprometidos 

periodontalmente apresentaram reação positiva na superfície do cemento, indicando a presença de 

endotoxinas sobre a superfície cementária; os dentes do grupo controle não demonstraram 

nenhuma reação. Nas áreas mais profundas do cemento, não houve qualquer reação, sugerindo 

que a remoção exagerada de cemento pode não ser necessária para a obtenção de uma superfície 
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radicular livre de endotoxinas. 

Moore et al (1986) analisaram a distribuição do lipopolissacarídeo (LPS) na superfície de 

dentes com doença periodontal, e verificaram que uma simples lavagem com água por 1 minuto foi 

capaz de remover 39% do LPS e a escovação 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 descontaminação da superfície radicular poderia ser atingida por outros métodos que 

não a tradicional raspagem e alisamento radicular. 

Checchi & Pelliccione (1988) compararam instrumentos manuais e ultra-sônicos na remoção 

de endotoxinas da superfície radicular, em um estudo in vitro, utilizando dentes comprometidos 

periodontalmente, dentes com periodonto saudável, usados como controle, e alguns dos dentes com 

doença periodontal sem tratamento servindo como controle negativo. Após a imersão em cultura de 

fibroblastos, observou-se que ambos os métodos foram eficazes na remoção de endotoxinas da 

superfície radicular.  Foram encontrados fibroblastos re-inseridos às raízes previamente doentes, 

após o mínimo de instrumentação com um aparelho ultra-sônico, removendo as endotoxinas sem 

remoção de cemento ou dentina e sem significante alteração da superfície radicular. Os autores 

concluíram que a instrumentação radicular deve ser racionalizada e que a remoção intencional de 

cemento é desnecessária, como já haviam afirmado Moore et al (1986). 

Cheetham et al (1988) investigaram, através de análise LAL (limulus amoebocyte lysate) e 

cromatografia a quantidade residual de lipopolissacarídeos (LPS) após a instrumentação radicular in 

vitro. Uma abordagem conservadora foi utilizada, consistindo de apenas 15 movimentos de 

raspagem por superfície, evitando sobreposição, em 18 dentes unirradiculares com doença 

periodontal. A raspagem removeu quantidades variáveis 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 não seja necessária para remover endotoxinas. 

Fukasawa & Nishimura (1994) realizaram um estudo in vitro investigando a eficácia de uma 

curetagem superficial do cemento na promoção de adesão celular em superfícies radiculares de 

dentes humanos. Foram utilizados 10 dentes com doença periodontal, dos quais cinco foram 

levemente instrumentados para a remoção apenas do cemento superficial, enquanto os outros cinco 
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não foram instrumentados. Os resultados mostraram que houve adesão de fibroblastos gengivais 

sobre as superfícies curetadas, mas o mesmo não ocorreu nas superfícies não instrumentadas. Os 

autores concluíram que a remoção superficial do cemento foi efetiva para promover adesão celular 

em superfícies previamente expostas à doença periodontal. 

Okte et al (1999), num estudo in vitro, localizaram o LPS em apenas cinco dos 30 dentes 

com doença 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 penetração da endotoxina da E. Coli no cemento de dentes 

saudáveis e com doença periodontal, encontraram que as endotoxinas não penetram no interior do 

cemento, mas aderem fracamente à superfície radicular, podendo ser removidas com uma simples 

escovação por 1 minuto. 

Carey & Daly (2001) avaliaram macroscopicamente e ultraestruturalmente o efeito da 

descontaminação subgengival de superfícies radiculares in vivo com a utilização de pincéis “micro-

brush”. Vinte e seis pacientes adultos, com 30 dentes indicados para extração por motivos 

periodontais, com pelo menos 30% de perda óssea, foram utilizados. Em cada dente, um sítio 

proximal foi descontaminado com a utilização do “micro-brush” por 2 minutos, enquanto o outro sítio 

proximal serviu como controle não tratado. Os dentes foram em seguida extraídos e corados com 

eritrosina a 2%. As superfícies coradas foram analisadas com microscopia eletrônica de varredura. 

As superfícies não tratadas exibiram-se 100% coradas, enquanto que as superfícies 

descontaminadas tiveram 16,1% de sua superfície corada. A análise microscópica revelou que as 

superfícies descontaminadas exibiram apenas “ilhas” de bactérias. Os autores concluíram que a 

descontaminação subgengival com microbrush foi efetiva na remoção de biofilme da superfície 

radicular de dentes periodontalmente comprometidos. 

Cadosch et al (2003), investigando in vitro a associação entre o número de movimentos de 

raspagem e a redução de endotoxinas na superfície radicular, encontraram que após 9,3 

movimentos de raspagem, em média, os níveis de endotoxinas atingiam um nível mínimo, 

compatível com níveis encontrados na saúde periodontal. Os autores comentaram que, após a 

remoção do cálculo, não seria necessário realizar uma raspagem adicional para a remoção do 

cemento ou da dentina. 

Outras modalidades terapêuticas também foram investigadas quanto ao padrão de remoção 
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de endotoxinas da superfície radicular. A irradiação in vitro com laser de neodímio (Liu et al, 2002) 

não foi capaz de eliminar endotoxinas extraídas do cemento de dentes com doença periodontal, mas 

a aplicação de tetraciclina (Shapira et al, 1996) parece neutralizar parcialmente estas endotoxinas. 

Lindhe & Nyman (1984) sugerem que o determinante crítico da terapia periodontal não é a 

escolha da modalidade de tratamento, mas a descontaminação da superfície radicular e o padrão de 

higiene bucal do paciente. Está devidamente estabelecido que a inflamação e infecção periodontais 

podem ser controladas por métodos cirúrgicos ou não cirúrgicos e a manutenção da saúde dos 

tecidos periodontais pode ser sustentada em longo prazo com um bom controle de biofilme diário 

pelo paciente e manutenção profissional periódica pelo dentista ou higienista (Kaldahl et al, 1994).   

 

2.4 – Padrões de remoção do cemento dental 

A raspagem e alisamento radicular com curetas, com instrumentos sônicos e ultra-sônicos 

são os procedimentos mais freqüentemente utilizados para o tratamento da doença periodontal. 

Entretanto, vários autores têm demonstrado que estes procedimentos resultam em padrões pouco 

previsíveis de remoção de cemento dental e, inclusive, de depósitos de cálculo sobre a superfície 

radicular. 

O´Leary & Kafrawy (1983) realizaram um estudo in vivo com o objetivo de determinar se a 

remoção total do cemento dental poderia ser alcançada clinicamente. Neste estudo, 36 dentes com 

periodontite (perda de inserção de no mínimo 6mm), indicados para extração, foram instrumentados 

com 50 movimentos de raspagem, utilizando 3 diferentes tipos de curetas. Em seguida, os dentes 

foram extraídos e preparados para análise histológica. Dois dentes foram excluídos da amostra 

devido à orientação inadequada dos cortes. Nenhum dos demais 34 dentes teve o cemento 

totalmente removido da superfície radicular, e não houve diferenças aparentes quanto ao padrão de 

remoção entre os diferentes tipos de curetas. Grandes quantidades de cemento residual foram 

encontradas nas regiões mais apicais. Os autores concluíram que a remoção total do cemento 

durante a raspagem não é um objetivo clínico real. Estes achados foram sustentados por Coldiron et 

al (1990), que encontraram fragmentos de cemento mesmo após 70 movimentos de raspagem in 

vitro, em dentes com periodonto saudável. Num estudo subseqüente com metodologia semelhante, 

o mesmo grupo de autores (Kepic et al, 1990) verificou que nem mesmo a remoção total do cálculo 

das superfícies radiculares de dentes com doença periodontal foi possível, seja com instrumentos 
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ultra-sônicos ou manuais. Anteriormente, foi demonstrado que depósitos de cálculo residual 

permaneciam sobre as superfícies instrumentadas com ultrassom ou curetas mesmo após a 

abertura de um retalho total para melhor acesso (Hunter et al, 1984). 

Os efeitos da raspagem e alisamento radicular e da remoção de tecido dental sobre a polpa 

também tem sido objeto de investigação por alguns autores. 

Wallace & Bissada (1990) avaliaram clinicamente a sensibilidade dental após terapia 

periodontal, utilizando testes térmico (frio e jato de ar) e elétrico. Os autores verificaram que a 

terapia periodontal, especialmente a terapia cirúrgica associada à retração gengival no pós-

operatório, está associada a maiores níveis de sensibilidade dental. 

Bergerholtz & Lindhe (1978), estudando o efeito da periodontite induzida por ligaduras sobre 

a polpa dental de macacos, encontraram alterações histológicas inflamatórias leves na polpa de 57% 

dos dentes com doença periodontal. Dentes submetidos à raspagem e alisamento radicular 

previamente ao acúmulo de biofilme não exibiram agravamento ou aumento da incidência das 

reações inflamatórias na polpa. Os autores concluíram que nem a destruição periodontal nem a 

raspagem são capazes de causar alterações pulpares severas, apesar de existirem reações 

inflamatórias de caráter leve. 

Ryan et al (1984) estudaram histologicamente, em modelo felino (gatos), a resposta pulpar à 

raspagem e à aplicação de ácido cítrico sobre a superfície radicular. Os autores encontraram, após a 

raspagem, reações pulpares inflamatórias de leve a moderada em um período curto de avaliação (4 

e 21 dias), e reação leve ou inexistente em um período longo de avaliação (83 dias). A aplicação 

subseqüente de ácido cítrico resultou, em 28% dos casos, em abscesso ou necrose pulpar após 83 

dias. 

Na tentativa de estabelecer abordagens mais conservadoras de descontaminação radicular, 

evitando a remoção intencional excessiva do cemento, Kocher et al (2001) desenvolveram pontas 

sônicas revestidas de teflon, capazes de remover placa sem remover substância dental, com o 

objetivo de realizar um “polimento” subgengival. Os autores demonstraram a efetividade clínica 

destas pontas no retratamento de bolsas periodontais já instrumentadas com curetas, onde a 

remoção adicional de substância dental parece ser crítica, sugerindo a escolha das mesmas para 

utilização na terapia de manutenção, em bolsas residuais. 

Anteriormente, Smart et al (1990) já haviam investigado, in vitro, o efeito de um regime 
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conservador de descontaminação radicular com ultra-som na remoção de LPS de dentes com 

doença periodontal. Foram utilizados 20 dentes unirradiculares extraídos, que foram 

descontaminados com uma ponta de ultrassom (Cavitron TF-10), com pressão leve (50g) e sem 

sobre-instrumentar a mesma superfície (0,8 segundos/mm2). Os níveis de LPS encontrados após 

esta abordagem (menos que 2,5 ng por superfície) foram comparáveis àqueles encontrados em 

dentes saudáveis. Os autores concluíram que uma instrumentação excessiva não é necessária para 

remover endotoxinas da superfície radicular, e propuseram a utilização de um regime mais 

conservador de descontaminação radicular. 

2.5 – Regeneração dos tecidos periodontais e do cemento dental 

O princípio biológico da regeneração tecidual guiada foi proposto visando a regeneração 

periodontal (formação de novo cemento, novo osso e novo ligamento periodontal). Este princípio 

baseia-se na capacidade dos diferentes tecidos periodontais em promover a regeneração, e foi 

estabelecido ao longo de uma série de estudos que avaliaram a participação 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 

sustentação dental eram as células do ligamento periodontal. Ainda não existem dados conclusivos 

sobre o papel do cemento na regeneração dos tecidos periodontais. 

Embora a extensão da injúria e a quantidade de tecido perdido sejam fatores determinantes 

importantes, um tecido danificado irá cicatrizar por regeneração ou reparo dependendo de dois 

fatores cruciais: a disponibilidade dos tipos celulares adequados e a presença ou ausência de 

fatores sinalizadores necessários para o recrutamento e estimulação destas células. No caso da 

regeneração do cemento dental, as células requeridas são os cementoblastos, entretanto, a origem 

dos cementoblastos e os fatores que regulam seu recrutamento e diferenciação ainda não estão 

completamente entendidos. Modelos in vivo para avaliar o padrão de expressão de moléculas 

específicas durante a cementogênese 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 regeneração deste tecido (Saygin et al, 

2000). Estes estudos podem gerar informações úteis para o desenvolvimento de novas técnicas e 

abordagens na terapia periodontal regenerativa. 

Nos últimos anos, muito se tem pesquisado sobre o mecanismo de regeneração e reparação 
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tecidual. Uma das estratégias tem sido a identificação de fatores que interferem nesse processo e na 

modulação da resposta tecidual seja por meio da adição 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 dinâmica do remodelamento (McCauley & 

Sommerman, 1998). Dentre esses fatores estão o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas 

(PDGF), Fator de Crescimento Semelhante à Insulina (IGF-I e -II), Fator de Crescimento 

Transformador (TGF-α e -β), Fator de Crescimento dos Fibroblastos (FGF ácido e básico), Fator de 

Crescimento Epidermal (EGF), entre outros (McCauley & Sommerman, 1998). Tais fatores são 

proteínas sinalizadoras sintetizadas com o objetivo de modular a cicatrização normal de uma forma 

ordenada, estimulando e regulando o processo de cicatrização tecidual. São produzidos por uma 

grande variedade de células e podem estimular a quimiotaxia, proliferação e função secretora tanto 

de maneira autócrina (estimulando a célula responsável pela sua síntese) quanto parácrina 

(estimulando células próximas às células responsáveis pela sua síntese) (McCauley & Sommerman, 

1998). Devido a esta capacidade de regular o processo de cura, a sua utilização pode ter alguma 

implicação clínica (Koveker,  2000). 

Com o objetivo de esclarecer alguns eventos biológicos que ocorrem durante a regeneração 

periodontal, Ivanovski et al (2000), investigaram imunohistoquimicamente a expressão de 

componentes da matriz extracelular associadas à regeneração tecidual guiada. Para isso, foram 

utilizados defeitos periodontais criados cirurgicamente nos segundos pré-molares inferiores de 

quatro cães, tratados com raspagem e alisamento radiculares e com o uso de membranas não-

reabsorvíveis. Após um período de cicatrização de quatro semanas, os autores encontraram 

colágeno do tipo I localizado principalmente no osso neoformado, enquanto que o colágeno tipo III 

era mais abundante nos tecidos moles preenchendo o defeito. Proteoglicanas (decorina e biglicana) 

não foram encontradas na matriz extracelular, mas exibiram intensa marcação intracelular próxima 

ao cemento em regeneração e também no osso. A marcação para BMP-2 e BMP-4 foi fraca no osso, 

mas forte na matriz extracelular dos tecidos moles regenerados. Osteopontina (OPN) e sialoproteína 

óssea (BSP) foram fortemente localizadas no osso e no cemento em regeneração. Osteocalcina 

(OCN) foi localizada no cemento maduro, no cemento em regeneração e fortemente associada aos 

cementoblastos, embora tenha apresentado marcação fraca no osso em regeneração comparada à 
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do osso maduro. Os autores concluíram que a distribuição de OCN, OPN e BSP, em particular, 

indicam a presença de atividade osteogênica e cementogênica, essencial para a regeneração 

periodontal. Segundo os autores, o padrão de imunolocalização heterogênea observada nos tecidos 

neoformados após RTG evidencia a dificuldade em manipular populações celulares diversas, de 

maneira coordenada, para atingir regeneração periodontal, de modo previsível.  

Amar et al (1997), num estudo imunohistoquímico, investigaram as moléculas associadas 

com tecidos formados após RTG em macacos Rhesus, comparados a tecidos controles sem RTG. 

Os autores encontraram marcação para osteonectina na matriz extracelular dos tecidos 

neoformados, particularmente no tecido conjuntivo adjacente ao novo osso e nas fibras conjuntivas. 

Uma intensa marcação para sialoproteína óssea também foi encontrada no tecido conjuntivo 

adjacente ao novo osso no grupo teste e não no controle, e a proteína de adesão do cemento (CAP) 

foi localizada nos tecidos após RTG, mas não no controle. Os autores concluíram que os tecidos 

formados sob condições de RTG contêm células e macromoléculas normalmente associadas com a 

formação de osso e cemento. Num estudo bastante semelhante em cães, Matsuura et al (1995) 

encontraram que a fibronectina e a vitronectina estavam associadas nas fases precoces do reparo, e 

que a regeneração periodontal estava associada com componentes da matriz específicos para os 

diferentes tipos de tecido periodontal, com marcação para osteopontina e sialoproteína óssea na 

fase de formação de tecidos mineralizados. 

Lerner (2004), em um trabalho de revisão, estudou algumas moléculas encontradas no 

ligamento periodontal, polpa dental e odontoblastos, e estas podem agir  na formação e ativação dos 

osteoclastos.  Dentre estas moléculas estão os três membros do fator de necrose tumoral e a 

superfamília de receptores (RANK- “receptor activator of NF-kβ”, RANKL -“receptor activator of NF-

kβ ligand” e OPG - osteoprotegerina). A expressão de RANKL e OPG é regularmente encontrada 

em pacientes saudáveis fazendo parte do processo de regulação da remodelação óssea, através da 

interação osteoclasto e osteoblasto (Theoleyre, et al., 2004). Estudos afirmam que o RANKL está 

diretamente relacionado ao processo de reabsorção óssea (Teitebaum 2000), e este é bloqueado 

pela ação da OPG, que leva a uma diminuição da perda óssea alveolar (Teng et al., 2000, Liu et al., 

2003), tornando o OPG uma molécula protetora da massa óssea. Estes genes podem ser inibidos ou 

estimulados por inúmeras outras como IL-1, TNF -α ,TGF-β que podem agir diretamente em células 

ósseas ou através da ativação via osteoclastos, sendo esta via considerada a chave da regulação do 
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processo de reabsorção/ aposição óssea. 

Numa revisão sobre a cicatrização periodontal e a regeneração do cemento dental, Grzesik 

& Narayanan (2002) chamaram a atenção para a matriz extracelular do cemento, cuja composição é 

similar a matriz de outros tecidos mineralizados, mas com características fisiológicas únicas. A 

matriz do cemento dental contém moléculas não detectáveis em outros tecidos, que influenciam a 

atividade de vários tipos celulares. A matriz orgânica do cemento é composta primariamente de 

colágeno (90% de colágeno tipo I e 5% de colágeno tipo III). Duas proteínas não colagenosas 

(osteopontina e sialoproteína óssea), constituintes da matriz, parecem exercer um papel importante 

na diferenciação de células progenitoras em cementoblastos (Saygin et al, 2000). Outros fatores de 

crescimento com habilidade de promover proliferação e diferenciação de células 

cementoprogentitoras, como BMP-2, -3 e -4, PDGF-β, TGF-β e IGF-I, também estão presentes na 

matriz do cemento. Muitos destes componentes também estão presentes no osso, entretanto alguns 

autores descreveram moléculas que parecem ser exclusivas do cemento dental. Uma delas é uma 

molécula semelhante à IGF-I, porém com maior peso molecular, denominada fator de crescimento 

do cemento (CGF) (Ikezawa et al, 1997). Arzate et al (1992) descreveram a proteína de adesão do 

cemento (CAP), uma proteína colagenosa. Anticorpos para a CAP marcam somente o cemento, e 

não outros componentes do periodonto ou outros tecidos investigados. Posteriormente Alvarez-

Pérez et al (2005,) em um estudo in vitro, identificou um outro marcador específico para o cemento 

dental chamado CP-23 (proteína do cemento). Hara et al (2005) desenvolveram um anticorpo 

monoclonal para a junção cemento-ligamento periodontal associado à regeneração periodontal, 

denominado anti-TAPmAb, e examinaram suas características imunohistoquímicas e antigênicas. 

Este anticorpo foi encontrado com marcação positiva na junção cemento-ligamento periodontal e na 

pré-dentina humana, mas negativa em todos os outros tecidos humanos e animais examinados. Em 

lesões cemento-ossificantes, o anti-TAPmAb foi encontrado na periferia do cemento e tecidos 

semelhantes a cemento, mas não no osso. Estas moléculas específicas do cemento podem ser úteis 

no estudo da cementogênese e regeneração do cemento dental. 

Estudos histológicos em modelo animal têm demonstrado diferentes níveis de formação de 

novo cemento dental, dependendo da modalidade terapêutica empregada. 

Num estudo detalhando aspectos ultraestruturais dos tecidos periodontais formados após 

RTG, em cães, utilizando microscopia de luz, eletrônica de varredura e eletrônica de transmissão, os 
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autores observaram que regeneração periodontal (formação de novo cemento, ligamento periodontal 

com fibras colágenas funcionalmente orientadas e formação de novo osso) ocorreu somente em 

partes da superfície radicular onde havia cemento remanescente após a raspagem dental. Nova 

inserção ocorreu sobre áreas de novo cemento e de dentina periférica (Schüpbach et al, 1993). 

Blömlof et al (1987) realizaram um estudo em macacos, com o objetivo de comparar o 

reparo periodontal e a quantidade de nova inserção com ou sem a remoção do cemento dental. Os 

autores utilizaram o modelo de indução de periodontite experimental utilizando ligaduras de elástico 

ortodôntico por seis meses, que foram capazes de produzir lesões severas de bifurcação nos 

segundo pré-molares, primeiros e segundos molares inferiores. A formação de novo osso e novo 

cemento foi avaliada através de marcação com tetraciclina. Nova inserção não foi observada após a 

raspagem com instrumentos manuais ou ultra-sônicos, que resultou na formação de epitélio 

juncional longo; entretanto, a limpeza da superfície radicular com dois detergentes (cloreto de 

cetilpiridíneo e N-lauril-sarcosina), sem a realização de raspagem e alisamento radicular, resultou 

numa quantidade significante de nova inserção. 

Nyman et al (1986) realizaram um estudo em cães, com o objetivo de investigar se a 

descontaminação da superfície radicular deveria incluir a remoção do cemento dental para se obter 

saúde periodontal. Para isso, foram utilizados cinco cães, que receberam ligaduras de fio de algodão 

nos segundos, terceiros e quartos pré-molares inferiores, por quatro meses, até que a perda óssea 

atingisse metade do comprimento radicular. Dois meses após a remoção das ligaduras, num 

desenho de boca dividida, os animais receberam raspagem e alisamento radicular com curetas e 

brocas e acesso cirúrgico de um lado da mandíbula, enquanto o outro lado recebeu apenas 

polimento dental com taças de borracha e pasta profilática, após o acesso cirúrgico. Os animais 

foram mantidos com um rigoroso controle de placa, e dois meses após o tratamento foram 

sacrificados para avaliação histométrica. Os dados histométricos mostraram que o resultado da 

cicatrização foi similar nos dois grupos, com a formação de epitélio juncional longo adjacente a um 

tecido conjuntivo não inflamado. Nas partes mais apicais dos defeitos houve a formação de nova 

inserção, independente do tipo de tratamento. Os autores sugeriram que a remoção do cemento 

dental com o objetivo de eliminar endotoxinas da superfície radicular não é necessária para a 

obtenção de saúde periodontal.  

Gonçalves et al, 2006 avaliaram, histometricamente em cães, o potencial regenerativo do 



 17

cemento em lesões de bifurcação classe III tratadas pelo princípio da regeneração tecidual guiada 

(RTG).  No grupo controle, após o levantamento de retalhos mucoperiosteais por vestibular e lingual, 

o defeito foi instrumentado, incluindo a remoção do tecido de granulação e uma cuidadosa raspagem 

e alisamento radicular, utilizando curetas e pontas diamantadas de granulação fina em baixa 

rotação. E em seguida, as superfícies radiculares foram polidas com taças de borracha e pasta para 

polimento, objetivando a remoção dos depósitos duros e moles e do cemento radicular. No grupo 

teste, após o levantamento de retalhos mucoperiosteais por vestibular e lingual, os defeitos foram 

instrumentados, incluindo somente a remoção do tecido de granulação e polimento radicular com 

escovas, taças e pontas interdentais de borracha e pasta profilática, objetivando a remoção somente 

dos depósitos moles sobre as raízes e preservando o cemento radicular. Após 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 e novo osso 

levando os autores a concluir que o cemento dental pode modular a regeneração periodontal obtida 

em defeitos de furca III em cães tratados com RTG. 

Num estudo clínico em humanos, Nyman et al (1988), incluíram 11 pacientes adultos com 

doença periodontal de moderada a avançada. Num desenho de boca dividida, quadrantes controle 

foram raspados com curetas e brocas com acesso cirúrgico e quadrantes testes foram tratados 

apenas com polimento dental com taças de borracha e pasta profilática. Os depósitos de cálculo no 

grupo teste foram destacados com o uso de curetas não afiadas, com o cuidado de não remover o 

cemento dental. Os pacientes foram mantidos sob um rígido 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 então, até o fim do estudo (24 meses). Os resultados mostraram que o mesmo grau 

de melhora da saúde periodontal foi atingido após os dois tipos de tratamento. Uma baixa freqüência 

de sítios com sangramento a sondagem e uma alta freqüência de sítios com bolsas rasas foram 

alcançadas em todos os quadrantes. Entre o exame inicial (baseline) e os exames subseqüentes (6, 

12 e 24 meses) houve ganho no nível clinico  de inserção para ambos os grupos. Este ganho foi 

mais pronunciado nas bolsas inicialmente mais profundas e similar para as duas modalidades de 

tratamento. Os autores concluíram que a remoção intencional excessiva do cemento dental, com o 

objetivo de eliminar endotoxinas, parece não estar justificada. 
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3. PROPOSIÇÃO 

O objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil de expressão gênica do tecido de granulação 

formado em defeitos infraósseos tratados pelo princípio da RTG na presença ou não de cemento 

dental. Para isso foi avaliado quantitativamente os níveis de RNAm para os seguintes genes: 

fosfatase alcalina (ALP), “receptor activator of NF-kβ ligand” (RANKL), osteocalcina (OCN), 

osteopontina (OPN), sialoproteína óssea (BSP), proteína morfogenética óssea (BMP)-2 e 3, fator de 

crescimento derivado de insulina (IGF-1), Colágeno tipo I e III, metaloproteinase (MMP)-2 e -9, fator 

de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)-1, fator de crescimento básico de fibroblastos (bFGF), 

fator de crescimento transformador  beta (TGF-β), osteoprotegerina (OPG) e interleucina (IL)-1ß, IL-

4 e IL-6por meio da técnica de PCR quantitativo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Seleção da amostra:  

Foram selecionados 30 pacientes, que apresentaram dentes nas regiões anteriores ou 

posteriores, com defeitos infraósseos profundos, ≥ 5 mm, (2 ou 3 paredes) e indicados para 

extração. Todos os procedimentos foram executados conforme as normas éticas aprovadas pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Humana (CEP) da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - 

UNICAMP segundo resolução CNS 196/96 (Anexo 1). 

De acordo com os critérios de inclusão estabelecidos, participaram do estudo pacientes 

adultos, de 29 a 59 anos, dentados ou parcialmente edêntulos, portadores de periodontite crônica. 

Os pacientes não poderiam apresentar evidências de modificadores sistêmicos da doença 

periodontal (osteoporose, fumo, diabetes e uso de medicamentos que influenciam os tecidos 

periodontais). Neste pacientes, foram selecionados dentes indicados para extração, portadores de 

defeitos com componente infraósseo profundo (≥ 5 mm), ausência de tratamento endodôntico, 

ausência de cárie radicular e sem restaurações próximas à margem gengival.  

Foram excluídas da amostra mulheres grávidas ou lactantes, indivíduos que tenham tomado 

ou estejam tomando antibióticos, antiinflamatórios ou terapia hormonal, e/ou que tenham recebido 

tratamento periodontal nos últimos seis meses anteriores à pesquisa. Para o grupo teste 

(preservação do cemento dental) os pacientes não poderiam ter sido submetidos a tratamento 

periodontal prévio. Foram ainda excluídos os pacientes que não estiveram de acordo com o 

consentimento formal para a participação na pesquisa, após a explicação dos riscos e benefícios por 

indivíduo não envolvido na mesma. (Resolução nº 196 de outubro de 1996 e o Código de Ética 

Profissional Odontológico (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 histórico de terapia periodontal prévia ou não ( raspagem 

e alisamento radicular). 

Grupo 1  (controle): 15 pacientes, onde foi realizada a remoção do tecido de granulação, raspagem 

e alisamento radicular, utilizando curetas e pontas diamantadas em baixa rotação, objetivando a 

remoção dos depósitos duros e moles e do cemento dental, por fim descontaminação radicular com 

micro escovas e soro fisiológico. 

Grupo 2  (teste): 15 pacientes, onde foi realizada a remoção do tecido de granulação, os depósitos 

de cálculo existentes foram somente destacados com curetas, sem a realização do movimento de 

raspagem e descontaminação radicular, por meio de micro escovas e soro fisiológico, objetivando a 

máxima preservação do cemento dental. 

2.3 Procedimentos cirúrgicos:  

A área cirúrgica foi localmente anestesiada com lidocaína 2% (Merrel Lepetit Farmacêutica 

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) Após o levantamento de retalhos mucoperiosteais por vestibular e lingual, os 

defeitos foram instrumentados, incluindo a remoção do tecido de granulação e uma cuidadosa 

raspagem e alisamento radicular, utilizando curetas e pontas diamantadas em baixa rotação, 

objetivando a remoção dos depósitos duros e moles e do cemento dental, por fim 

descontaminação radicular com micro escovas e soro fisiológico (Figura 1); 

(Teste) Levantados os retalhos mucoperiosteais por vestibular e lingual, os defeitos foram 

instrumentados, incluindo a remoção do tecido de granulação e descontaminação radicular 

com micro escovas e soro fisiológico, objetivando a remoção dos depósitos moles sobre as 

raízes e preservando o cemento dental. Os depósitos de cálculo existentes foram somente 

destacados com curetas, sem a realização do movimento de raspagem (Figura 2). 

Após os diferentes tipos de abordagem da superfície radicular exposta à doença, todos os 
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defeitos foram tratados com o princípio da RTG, utilizando membranas não reabsorvíveis de 

politetrafluoretileno expandido (Regenerative Material, Gore-tex, Gore Associates, Flagstaff, AZ, 

USA), cobrindo totalmente o defeito e se estendendo sobre o osso adjacente, cerca de 2 a 3 mm. 

Em todos os sítios, os retalhos foram posicionados coronariamente (1 a 2 mm em direção coronal) e 

suturados (suturas suspensórias 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 após a cirurgia e para controle da dor foi prescrito dipirona sódica 500mg de 4 

em 4 horas, por 48 horas. O controle do biofilme dental no pós-operatório foi feito com bochechos de 

digluconato de clorexidina a 0,12%, por um período de 21 dias, juntamente a aplicação tópica de 

digluconato de clorexidina a 1% em forma de gel. As suturas foram removidas após 7 a 10 dias. Três 

semanas após a cirurgia de tratamento dos defeitos a membrana foi removida, o tecido neoformado 

sob a membrana dentro do defeito, foi cuidadosamente coletado, o dente extraído e acondicionado 

em formol e o retalho suturado. O pós-operatório da cirurgia de exodontia foi acompanhado 

normalmente (Figura 1 e 2). 
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4.4 Extração do RNA:  

Logo antes da execução da exodontia, após a remoção da barreira, o tecido de granulação 
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contido no defeito em cicatrização foi cuidadosamente removido e transportado para o laboratório 

acondicionado em tubos “eppendorf” contendo uma solução para evitar a degradação do RNA 

(RNAlater® , Ambion Inc., Austin, TX). Os tecidos acondicionados em RNAlater® foram mantidos a 

uma temperatura de  4ºC - 8ºC por um período de 12 horas e então foram transferidos para  -70ºC 

até seu processamento. O RNA total foi então extraído da amostra pelo método do reagente 

TRIZOL® seguindo as recomendações do fabricante, descritas brevemente como se segue: a 

solução de RNAlater® foi aspirada, o tecido macerado em nitrogênio líquido, e 1ml de reagente 

TRIZOL® adicionado ao tubo com a amostra, agitado por 30 segundos e incubado por 5 minutos em 

temperatura ambiente. Após esse período, 0,2 mL de clorofórmio (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi 

adicionado ao tubo, agitado (vórtex) e centrifugado (10.000 rpm por 15 minutos a 4oC). A porção 

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 –20ºC 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 então resuspensas em 30 µL de água livre de RNase (tratada com dietilpirocarbonato 

-DEPC) e armazenadas a –70oC. A concentração de RNA foi determinada com a utilização de um 

espectrofotômetro (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). 

2.5 Transcrição reversa:  

O RNA total foi tratado para a eliminação de qualquer resíduo de DNA na amostra (DNA-

free™, Ambion Inc., Austin, TX, USA), e 1µg da amostra foi utilizado para a síntese de cDNA (DNA 

complementar). Para isto, as reações foram realizadas utilizando-se o kit “first-strand cDNA 

synthesis (Roche Diagnostic Co., Indianapolis, IN, USA), seguindo as recomendações do fabricante 

para um volume final de 20 µL. As amostras foram incubadas por 10 minutos a 25oC e então por 60 

minutos a 42oC. Concluído o segundo ciclo de incubação, as amostras foram incubadas por 5 

minutos a 99oC e então incubadas por 5 minutos a 4 oC para resfriamento. Os reagentes utilizados e 

suas respectivas concentrações foram: solução tampão (1x), MgCl2 (5mM), mistura de 

deoxinucleotídeos (1mM), “primers” randomizados - p[dN]6 (3,2µg), inibidor de Rnase (50U), e 

trancriptase reversa – AMV (20U).  

2.6 Desenho dos “Primers”:  

                Os “primers” para GAPDH (gene de referência), fosfatase alcalina (ALP), “receptor activator 
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of NF-kβ ligand” (RANKL), osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN), sialoproteína óssea (BSP), 

proteína morfogenética óssea (BMP)-2 e 3, fator de crescimento derivado de insulina (IGF-1), 

Colágeno tipo I e III, metaloproteinase (MMP)-2 e -9, fator de crescimento derivado de plaquetas 

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

beta (TGF-β), osteoprotegerina (OPG) e interleucina (IL)-1ß, IL-4 e IL-6 já foram  desenhados com o 

auxílio 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 verificação da curva de Melting (obtida após a corrida no 

LightCycler).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1: Seqüência dos primers desenhados e as respectivas Tm´s. 

Gene Primer Tm (oC) 
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GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 
GAAGATGGTGATGGGATTTC 

53,6 
51,4 

Colágeno I CCCTGGTGCTACTGGTT 
ACCACGCTGTCCAGCAATA 

60,1 
60,4 

Colágeno III CCTGGTGGTAAAGGAGAAAGAG 
GACCAGGAAGACCACGAG 

59,9 
60,2 

MMP-2 CGACCGCGACAAGAAGTA 
GCACACCACATCTTTCCGTCA 

60,2 
60,4 

MMP-9 CAGTTTCCATTCATCTTCCAAGG 
CCCATCACCGTCGAGTC 

59,9 
60,2 

OCN AGCTCAATCCGGACTGT 
GGAAGAGGAAAGAAGGGTGC 

60,4 
60,8 

OPN AAAGCCAATGATGAGAGCAA 
ATTTCAGGTGTTTATCTTCTTCCTTAC 

59,6 
60,0 

OPG CAAAGTAAACGCAGAGAGTGTAGA 
GAAGGTGAGGTTAGCATGTCC 

59,9 
59,6 

RANKL CGACATCCCATCTGGTTCC 
GCTGGTTTTAGTGACGTACACC 

56,5 
56,0 

IL-1 CTTCTTCGACACATGGGATAAC 
TTTGGGATCTACACTCTCCAGC 

60,3 
60,6 

IL-6 CTAGAGTACCTCCAGAACAGATTTGA 
TCAGCAGGCTGGCATTT 

60,2 
60,9 

IL-4 
 

GTTGACCGTAACAGACATCTTTG 
CGAGCCGTTTCAGGAATC 

60.2 
59.9 

ALP CGGGCACCATGAAGGAAA 
GGCCAGACCAAAGATAGAGTT 

60,1 
60,4 

BMP-2 TCAGCATGTTCGGCCTGAAA 
AAAGATTCTTCATGGTGGAAGC 

59,7 
59,9 

BMP-3 TGGCTGTCTAAAGATATCACTCAATTC 
GCGGCATCATTGGCATATAC 

60,0 
60,0 

TGF-ß TACAACAGCACCCGCGA 
TATATATGCTGTGTGTACTCTGCTTGA 

59,6 
60,0 

PDGF 
 

GGGAAGGCCTAGGGAGT 
ACATAGTAGGTTCAGGAATGTAACAC 

60,6 
59,9 

 

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

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

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

óssea morfogenética; TGF-ß: Fator de crescimento transformador beta. 

 

4.7 Otimização das reações: 

A eficiência das reações para cada “primer” foi otimizada anteriormente ao início das 

reações propriamente ditas. Concentrações variando de 2 a 5 mM de MgCl2 e de 0,2 a 0,5µM de 
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cada “primer” foram utilizadas para se determinar em quais condições a reação teria a melhor 

eficiência. Condições essas sugeridas pelo fabricante do equipamento. 

 

4.8 Reações de Real Time-PCR: 

 As reações 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 reações foi determinado seguindo a fórmula sugerida pelo 

fabricante do equipamento. Para cada uma das “corridas”, a água foi utilizada como controle 

negativo, e o produto das reações foi quantificado utlilizando-se o programa do próprio fabricante 

(LightCycler Relative Quantification Software - Roche Diagnostics GmbH). GAPDH foi utilizado como 

o gene de referência (“housekeeping”) para a normalização dos valores. 

 

4.9 Processamento histológico 

 Os dentes extraídos foram fixados em uma solução de formol a 10% (pH=7.4) por 48 horas. 

Os dentes foram lavados em água destilada e desmineralizados numa solução de EDTA a 10% com 

solução tampão de fosfato sob constante agitação, renovada a cada 24 horas, durante cerca de 3 

meses. Os espécimes desmineralizados foram lavados em água corrente, desidratados em álcool, 

diafanizados em xilol e embebidos em parafina. Cortes no sentido mesio - distal com espessura de 

7µ m foram obtidos e corados em hematoxilina e eosina. 

 

 

 

 

 

 

 

4.10 Microscopia eletrônica de varredura 

 Os dentes extraídos foram fixados em uma solução de formol a 10% (pH=7.4) por 48 horas. 

Estes passaram por um processo de desidratação com acetona em concentrações crescentes a 

25%, 50%, 75%, 90% e acetona pura, sendo realizada imersões sucessivas de 20 minutos. 
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 Os espécimes foram montados em suportes metálicos (stubs) e levados para secagem em 

estufa por 24 horas. Posteriormente, os espécimes passaram por um processo de metalização com 

uma camada de aproximadamente 100 a 200Å de liga áurea. 

 As amostras foram analisadas em microscópio eletrônico de varredura (Jeol, modelo-

JSM5600, Noran Instruments, USA) com aumento variando de 270 a 900 vezes e aceleração de 5 e 

20 Kv. Para ambas as análises histológicas foi avaliada toda a superfície radicular considerando a 

presença e ausência de cemento dental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.11 - Análise Estatística 

Utilizando-se do teste t de Student (α=5%) foi realizada uma análise intergrupo com o 

objetivo de se determinar os genes que são regulados (estímulo ou inibição) na presença ou não do 

cemento dental. Os valores médios dos genes OPG/RANKL foram comparados estatisticamente 



 30

utilizando-se o teste não paramétrico de Mann-Whitney, com um nível de significância de 5%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 – RESULTADOS 

5.1 - Observações Clínicas 

Durante todo o período de cicatrização, não ocorreu supuração ou formação de abscessos. 

Em apenas 2 casos houve retração gengival (cerca de 2 mm), com exposição da parte coronal da 
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membrana; nestes casos o controle pós operatório do biofilme foi realizado com a aplicação diária de 

clorexidina gel a 1% e não houve maiores complicações. No dia da coleta do tecido de granulação e 

extração dental os tecidos moles estavam completamente cicatrizados, sem sinais clínicos de 

inflamação. 

 

5.2 - Observações Histológicas 

A analise histológica de microscopia de luz mostrou que no grupo teste, na região do defeito, 

pôde-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 

exposição da dentina (Figuras 3 e 4).  

 

5.3 - Observações da Microscopia Eletrônica de Varredura 

 A microscopia eletrônica foi utilizada para produzir imagens de toda superfície radicular 

exposta ao defeito. As imagens obtidas foram analisadas quanto à presença ou ausência 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 definição possível de detalhes. Desta forma observou-se 

que no grupo teste foi mantida a camada de cemento dental, enquanto que no grupo controle 

observou-se exposição da superfície dentinária (Figuras 5 e 6). 
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5.4 - Resultados da expressão gênica  
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No presente estudo procurou-se dividir os genes pesquisados em relação a: (1) 

formação/regeneração de osso e cemento dental, (2) processo inflamatório e (3) a degradação da 

matriz. De acordo com os resultados obtidos pôde-se observar uma diferença estatisticamente 

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

 

5.4.1 - Análise quantitativa da expressão de genes relacionados ao processo de formação/ 

regeneração de cemento dental 

  A análise quantitativa revelou não haver diferença estatisticamente significante na expressão 

dos níveis 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)  (Gráficos 

1, 2, 3 e 4). Foi avaliada a proporção entre as médias de RANKL e OPG para ambos os grupos. Os 

resultados mostraram não haver diferença significativa na proporção RANKL: OPG entre os grupos 

controle e teste, respectivamente (4,41±1,60 e 3,32 ±1,82; p=0,104) (Gráfico 5). 

Quando avaliados os níveis de mRNAs para osteocalcina (3,84±1,01 e 1,83±0,57; p=0,001), 

colágeno I (3,98±1,07 e 2,85±0,99; p=0,024 )  e colágeno III (2,59±0,99 e 1,39±0,76; p=0,008), 

observou-se  que o grupo teste apresentou uma menor expressão destes genes comparado  ao 

grupo controle (Gráficos 6 , 7  e 8). Enquanto que os níveis 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 (Gráficos 9 , 10 e 11). 

Em relação aos genes BMP-2 e 3 e TGF-ß não foram observadas a expressão de mRNAs 

para ambos os grupos. 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA Fosfatase Alcalina nos grupos 

controle e teste. 
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Gráfico 2 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA Osteopontina nos grupos 

controle e teste. 
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Gráfico 3 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA RANKL nos grupos controle e 

teste. 
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Gráfico 4 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA OPG nos grupos controle e 

teste. 
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Gráfico 5 – Valores da relação entre os níveis médios de mRNA para OPG e para 

RANKL
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Gráfico 6 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA OCN nos grupos controle e 

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

 

 

Gráfico 7 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA COL I nos grupos controle e 

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

Gráfico 8 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de m RNA COL III nos grupos controle e 

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

Gráfico 9 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA PDGF-1 nos grupos controle e 

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

Gráfico 10 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA BSP nos grupos controle e 

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

Gráfico 11 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA bFGF nos grupos controle e 

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

 

5.4.2 - Análise quantitativa da expressão de genes relacionados ao processo inflamatório  

Quando avaliados os genes relacionados ao processo inflamatório, os resultados demonstraram que 

os níveis de mRNA para IL-1ß ( 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)  não 

apresentavam diferença estatística. Porém quando avaliados os níveis de mRNA para IL-4 observou-se uma 

maior expressão no grupo teste, sendo esta estatisticamente significante (14,89±4,14 e 24,01±7,00;p=0,002) 

(Gráficos 12 , 13 e 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 12 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA IL-1 ß nos grupos controle e 

teste. 
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Gráfico 13 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA IL-6 nos grupos controle e 

teste. 
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Gráfico 14 – Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA IL-4 nos grupos controle e 

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

 

5.4.3 - Análise quantitativa da expressão de genes relacionados ao processo de degradação 

da matriz 

Em relação à quantificação de genes relacionados ao processo de degradação da matriz, 

foram avaliados no presente estudo os níveis de mRNA de MMP-2 e MMP-9 expressos nos grupos 

controle e teste. Os resultados mostraram que para a MMP-2 foi encontrada uma diferença 

estatística no nível de mRNA entre os grupos (1,72±0,18 e 1,27±0; p=0,001), enquanto que para a 

MMP-9 não foi encontrada nenhuma diferença estatística entre os grupos (0,69±0,24 e 0,73±0,23; 

p=0,657) (Gráficos 15 e 16). 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 15 - Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA MMP-2 nos grupos controle e 

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

Gráfico 16 - Valores médios e desvio padrão para os níveis de mRNA MMP-9 nos grupos controle e 

teste. 
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6 – DISCUSSÃO 

Um dos principais desafios da terapia periodontal contemporânea tem sido o 
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restabelecimento do ligamento periodontal, cemento dental e osso alveolar perdidos durante o 

processo da doença periodontal inflamatória. Segundo o paradigma atual da regeneração 

periodontal, o sucesso na neoformação dos tecidos periodontais de suporte depende da migração e 

proliferação das células do ligamento periodontal remanescentes, acompanhada pela subseqüente 

diferenciação em osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos, e síntese de componentes das 

matrizes teciduais. Com a melhor compreensão dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos 

na regeneração periodontal, sabe-se que todos esses eventos celulares são regulados por vários 

mediadores biológicos tais como, citocinas e fatores de crescimento, presentes nos tecidos 

periodontais remanescentes e secretados pelas células inflamatórias nas fases iniciais de reparo da 

ferida periodontal (Clark et al., 1996). 

O cemento radicular constitui um tecido rico em proteínas não colagenosas (osteopontina e 

sialopreína óssea) e fatores de crescimento (BMP-2, -3, -4, PDGF, TGF-β e IGF-I), os quais 

possuem, in vitro, a habilidade de promoverem a proliferação e a diferenciação de células 

progenitoras localizadas no ligamento periodontal (Saygin et al., 2000). Atualmente, comprovou-se 

que os lipopolissacarídeos bacterianos estão fracamente aderidos ao cemento dental não se 

justificando um intenso alisamento radicular com o intuito da remoção completa do cemento (Daly et 

al., 198). Desta maneira, o presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil de expressão 

gênica do tecido de granulação formado em defeitos infraósseos tratados pelo princípio da RTG na 

presença ou não de cemento dental avaliou se a preservação do cemento dental. 

 Após a coleta e avaliação das amostras pôde-se observar que a prevalência da expressão 

de mRNA de RANKL  e  OPG foram similares nos grupos controle e teste. A expressão de RANKL e 

OPG é regularmente encontrada em pacientes saudáveis fazendo parte do processo de regulação 

da remodelação óssea, através da interação entre osteoclasto e osteoblasto (Theoleyre et al., 2004). 

Estudos afirmam que o RANKL está diretamente relacionado ao processo de reabsorção óssea 

(Teitebaum 2000), e este é bloqueado pela ação da OPG que leva a uma diminuição da perda óssea 

alveolar (Teng et al., 2000, Liu et al., 2003), tornando a OPG uma molécula protetora da massa 

óssea. Estes genes podem ser inibidos ou estimulados por inúmeras substâncias como IL-1, TNF-α 

,TGF-ß que podem agir diretamente em células ósseas ou através da ativação via osteoclastos, 

sendo esta via considerada a chave da regulação do processo de reabsorção/aposição óssea.  

 Em relação aos genes presentes no processo inflamatório, foram avaliados a IL - 1ß, IL - 6 
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e IL - 4, pôde observar que a intensidade de expressão de mRNA de IL - 1ß, IL - 6   foi similar nos 

grupos controle e teste, podendo-se sugerir que este fato pode ter ocorrido devido à similaridade da 

época em que os tecidos foram coletados (21 dias após o tratamento do defeito e colocação da 

membrana).  A literatura tem demonstrado que citocinas como a IL - 1 e IL - 6, consideradas 

citocinas pró-inflamatórias, estão diretamente relacionadas com o estímulo da atividade osteoclástica 

e de degradação da matriz através da estimulação da expressão de RANKL e MMPs (Ting et al., 

2004).  No presente estudo observou-se que, para os valores de RANKL e MMP-9 não foram 

encontradas diferenças estatísticas entre os grupos, confirmando assim os achados na literatura que 

correlacionam estes genes.  Quanto ao mRNA de IL - 4 observou-se uma maior expressão deste 

gene no grupo onde o cemento dental foi mantido, porém quando avaliados os genes relacionados a 

sua atividade anti-inflamatória, foi possível observar que apesar deste apresentar maior expressão 

no grupo teste sua influência na expressão de outros genes como OPG, não foi observada.  

 Outras substâncias também relacionadas ao processo de remodelação óssea foram 

avaliadas, dentre elas encontram-se a osteopontina, osteocalcina e fosfatase alcalina. A 

osteocalcina é considerada a substância não colágena mais abundante na matriz óssea extracelular, 

estando fortemente relacionada ao processo de maturação celular, sendo normalmente expressa por 

cementoblastos (Nociti et al., 2004). A osteopontina também relacionada ao processo de 

mineralização é normalmente encontrada em tecido ósseo já mineralizado.  No presente estudo não 

foi encontrada diferença estatisticamente significante de expressão de mRNAs de genes 

relacionados osteopontina e fosfatase alcalina, porém encontrou-se diferença entre os grupos na 

expressão de  m RNA de osteocalcina. 

 

 A matriz extracelular é um sistema complexo responsável pelas propriedades fisiológicas do 

tecido conjuntivo. Em situações inflamatórias há uma quebra nesta homeostasia levando a um 

aumento na expressão de MMPs em relação ao seu inibidor e  a uma maior degradação de 

moléculas como o colágeno. De acordo com os resultados deste estudo, houve uma diferença 

estatística em relação à expressão gênica de MMP-2. Em relação à expressão gênica da MMP-9, 

não foi encontrada nenhuma diferença estatística entre os grupos, porém este estava 

quantitativamente mais expresso no grupo teste. A expressão gênica de colágeno tipo I e III também 

foram avaliadas, onde se constatou uma diferença estatística entre os grupos favorecendo o grupo 

controle na expressão destas moléculas, assim, a presença destes genes confirmam que o correto 
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tempo da coleta do tecido de granulação. Porém, estes resultados discordam dos encontrados por 

Séguier e colaboradores (2001), onde puderam observar que o aumento da expressão de MMP-2, 9, 

1, e 13, associado à diminuição de seu inibidor, resulta na degradação de moléculas de colágeno. 

 Genes relacionados ao processo de regeneração, como o PDGF, foi estudado. A literatura 

apresenta-se conclusiva em relação à atuação do PDGF no processo de regeneração periodontal 

por meio da estimulação de células envolvidas neste processo, podendo este atuar na osteogênese 

e vascularização da região. O PDGF tem mostrado resultados expressivos na promoção do reparo 

ósseo e tecido mole. Estudos demonstram que o mecanismo de ação do PDGF está relacionado a 

presença de receptores na superfície de células do ligamento periodontal, ósseas e epitélio gengival 

(Green et al., 1997, Pinheiro et al., 2003). Observou-se que houve uma expressão significativa de 

mRNA  do PDGF -1 no grupo onde o cemento dental foi mantido, levando a crer que a preservação 

do cemento dental pode estar fortemente relacionada a um possível processo de regeneração 

periodontal. É possível especular que apesar maior expressão de PDGF - 1 ter sido no grupo onde o 

cemento dental foi mantido era esperada também a expressão de BMPs principalmente neste grupo.  

Resultados de pesquisas em animais sugerem que as BMPs têm a habilidade  de estimular 

a regeneração de tecidos periodontais, incluindo o cemento dental, por possuir uma grande 

quantidade de mediadores que estimulam a osteoindução (Giannobile et al.,1998) e sugerem ainda 

que BMPs associados a fatores de crescimento como o PDGF possuem  várias aplicações clínicas 

(Bartold et al.,2000). Estudos atuais indicam que BMPs são potentes indutores de diferenciação 

oetoblástica ,in vitro,  e apresentam uma forte relação com a formação óssea, in vivo (Giannobile et 

al.,1998). Devido sua a importância em relação ao processo de regeneração periodontal, 

principalmente óssea, a BMP – 2, BMP - 3 e o TGF - ß, foram selecionados, porém não foram 

identificadas expressões destes  no presente estudo, possivelmente porque estes genes 

normalmente são expressos em um período mais tardio do processo de regeneração (King & 

Cochoran, 2002). 

  Finalmente, a recente disponibilização 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 

modulação dos processos de cicatrização periodontal. Estudos in vitro mostraram que os 

cementoblastos expressam genes associados à mineralização (como sialoproteína óssea e 

osteocalcina), promovem a formação de nódulos minerais e respondem a fatores de crescimento e 
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hormônios osteotrópicos (Giannobile et al, 2001, Saygin et al, 2000a e 2000b). Adicionalmente, 

estudos in vivo mostraram que os cementoblastos têm uma grande habilidade em induzir 

mineralização em defeitos periodontais do tipo fenestração, quando transplantados via esponja de 

colágeno (Zhao et al., 2004, Jin et al., 2004). 

Apesar de estudos prévios (Gonçalves et al., 2006) terem mostrado que a presença do 

cemento dental pode modular a regeneração periodontal, in vivo, até o presente momento não havia 

evidências científicas que explicassem diretamente os mecanismos pelos quais a preservação do 

cemento dental poderia modular a regeneração periodontal, sendo este o primeiro estudo in vivo que 

revela o papel do cemento frente à modulação de genes relacionados ao processo de regeneração. 

Além do que, o presente estudo coletou amostra em um dado período de tempo (21 dias), sendo por 

este motivo, difícil determinar a cinética dos eventos durante todo o curso do processo regenerativo. 

Em suma, podemos especular que a presença do cemento dental poderia favorecer a regeneração 

periodontal por ser, comprovadamente, fonte de fatores de crescimento presentes em sua matriz. 

Os resultados do presente estudo não deverão ser interpretados de modo a dizer que os 

genes aqui encontrados irão expressar suas respectivas proteínas, pois a amostra foi coletada em 

um dado período, assim não podemos extrapolar estes resultados para períodos anteriores ou 

posteriores da coleta da amostra. Entretanto, os presentes resultados suportam a visão de que o 

cemento dental pode modular a resposta tecidual, em especial, quando uma técnica regenerativa 

(como a RTG) é utilizada. Todavia, estudos adicionais são necessários para investigar cineticamente 

e, não somente de maneira pontual, o papel do cemento dental na regeneração periodontal, em 

termos de genes envolvidos no processo regenerativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 49

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 - CONCLUSÃO 

 Dentro dos limites do presente estudo, pôde-se concluir que o cemento dental pode modular 

o processo de regeneração periodontal, regulando a expressão dos genes PDGF - 1, bFGF, BSP , IL 

– 4 , OCN, Col I e Col III. 
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Gráficos ilustrativos das curvas de melting referentes aos genes já padronizados. Os gráficos 

ilustram as melhores condições obtidas para cada gene e o seu respectivo controle negativo (água 

livre de nucleotídeos) – A. OPG, B. RANKL, C. IL-1, D. GAPDH, E. IL-6, F. MMP-2, G. ALP, H. MMP-

9, I. Colágeno-I, e J. Colágeno-III.  
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