
1 
�

 

 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA 

 

 

FERNANDA REGINA GODOY ROCHA 

 

 

 

 

CONDICIONAMENTO COM ÁCIDO CÍTRICO E OS EFEITOS 

BIOLÓGICOS NA APLICAÇÃO TÓPICA DE bFGF E BMP-7 

EM CÉLULAS RELEVANTES PARA A REGENERAÇÃO 

PERIODONTAL 

 

 

 

 

 

 

ARARAQUARA 

2012 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

 



2 
�

 

  

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA 

 

 

FERNANDA REGINA GODOY ROCHA�

 

CONDICIONAMENTO COM ÁCIDO CÍTRICO E OS EFEITOS 

BIOLÓGICOS NA APLICAÇÃO TÓPICA DE bFGF E BMP-7 

EM CÉLULAS RELEVANTES PARA A REGENERAÇÃO 

PERIODONTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ARARAQUARA 

2012 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação 

em Odontologia, área de concentração - Periodontia, da 

Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual 

Paulista, para obtenção do título de Mestre em 

Odontologia. 

Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Cezar Sampaio 

Coorientador: Prof. Dr. Carlos Rossa Junior 

 



3 
�

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
         Rocha, Fernanda Regina Godoy  

             Condicionamento com ácido cítrico e os efeitos biológicos na 
aplicação tópica de bFGF e BMP-7 em células relevantes para a 
regeneração periodontal /  Fernanda Regina Godoy Rocha. - 
Araraquara: [s.n.],  2012. 

               130 f. ; 30 cm. 
 
               Dissertação (Mestrado) – Universidade Estadual Paulista, 

Faculdade de Odontologia 
                Orientador: Prof. Dr. José Eduardo Cezar Sampaio 
                Co-orientador: Prof. Dr. Carlos Rossa Junior  
                                                                                                 

1. Regeneração periodontal     2. Peptídeos e proteínas de sinalização 
intracelular    3.  Ácido cítrico    4.  Fatores de crescimento    5. 
Dentina    I. Título 

 
     Ficha   catalográfica  elaborada   pela  Bibliotecária Marley C. Chiusoli Montagnoli, CRB-8/5646  

   Serviço Técnico de Biblioteca e Documentação da Faculdade de Odontologia de Araraquara / UNESP 



4 
�

 
�����������	
���	�������
���

�
�
�


���


���������
����

���
���

����������
����

�
���	

���������

��������

�������	�������������


���������������������������	������������
��������

 

�
�

���������	
��
���
�
�

�������
�����
�
�
���������������

�����������
�

�

���������������������������� !���!�	��"���#�������$�����%&����

'(��)�%����������� !���!��*�+���,�  �-����������

.(��)�%����������� !���!��#������-����&�-��/����

�
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


����0#���1�'2����%��3�����'45'!�
 

 

 

 



5 
�

��������		
����	���
����
 

���������	�
�����
�
��	
����
 
 
 
 
 

�������	
�� 
��������������������������������� �!��"�


�������� � #�$%�	�&'��

� � � ����(�����)���*�

�

������������ � )�����+,���-�������.� ���

� � � /�&�.��������������.� �����������������

� � � ���0��$�������$�����.�"��.�$������1��"�

�

������������ � "2$3)�����+,���-�"�������������

140�.����(�$������

� � � /�&�.��������������.� ������������������

� � � ���0��$�������$�����.�"��.�$���3��1��"�

 

 

 

 

 

 



6 
�

��������	��



�

����
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�


���������#��1�����+������������	���������6�-7�!���#�8�����&�-��

�&���#�����������������0#�1��&���������+��7�+���%����&�� #���%����1�

������0#���9��&�0#����&����1����0#���9��&�� ����%�����+���#:�

��%������%�#��%��1��8����3�������#��0#��%���*� ��3��!!!�

��-��;���1���<��1��#������1�&����39��������39��0#����%�%���������+�������1�

�6��8���1�%�#����7��:�

�

  



7 
�


����
�������������

�%#-7���%���� �����0#���#�=*�+��7�+�!��

�������#��0#�����-�$�����#%����7���8���1�+����%���������#�&��0#��;�+>�

�+������#�������%�������0#���#�%��%�1�%����+����;�#��%����������%&�1���

 �$��#�����0#��&�����&����0#��������+����+����1�������0#���%�%�������������

�� �+#-�����!��6��8����&����#�+��%�����)�����������������������0#�����7��!�

��#��;�-�������8���1�7����������1�7#%�-�����������+�39�1��9������)�%&-���

0#��0#������%&�������+�%�8�1�����&����&����������6#����#�����0#����%&���

 �$�&���%�%�+�%��������%��!�?�+>�"����&���*;�-�&��������+��0#����:�

�#�����%�������!!!��#�����6��8����&����#��:�

�

�


����
�����������������

��%&���&����1����&���+#&�����+�%��#��1�+�%�%#��������39��������+�39�!�

�����#��&�����3���%�%��7��;���1���6��������#��&������+����+����-��

�%�+����8���������%��1��#���-�8����+�%�8����+����&���������1��

�#��������"�%#�����%&�������:�

�6��8����&����#��1�&��� �$���������&���%�%1���&���+�&�-%�����&������������

%��7���#�>�+��������������!���%�%#�����%��1��6��8���:�

�

�

��������������	�����
���� �!"!#$�% ����

����+�&�-%������%�%�%������+�%������1�������-�$�39������;���+#%&����1�

&��+�6��+�%�� ����9���%&���������&�������+�%��#�� ��3�����;���������

&������>�+��!���%������+�%���������%6"%��9�����0#��������%�������#�� �-��!�

��%6��@%����%&������0#�����%���%�;�������&���+#&�;��+�%�8�������7��

+����$�����0#�������������-�$�����%�%��;�������6���+�%������#�7�=�:��

����0#������-8#%�� ��%�����*!!!�

��%��%������%#�*;�-���#����1��6��8���:�

 



8 
�

��	�������
���
���������


�

���������������	�� !���!��"�#���$������1�

�

��#���������������%�8�1�+�%�+����$��A#%�&��B������� �+#-����!�

�6��8����&���%����������1�&���%���=#���1�&�������+�� �������%�%������

���6�-7���1�+�%��-�1�����%��&��&��+����������&���#�����������&�����$������

+���+�%�����&�� �������-�0#��&#�������������&��C���!��


8����3��&�-��+��;�;>�+��1�0#��������%��������1�7*������������:�

�#�����6��8����&�-��&�+�>�+��1�+����7����+�%&�����9��+�%����0#������%&���

%�������#!�
�%���@��%#���1�������&�� �������-�+�%��&�����-%����1�&�����#�

+��*����������8��������)�%&-����D�"�#%�&��;�-"8���&������#;�����#��

+����-7�����������%�����1�����0#������%&���;�#�%��-�%6���!�

�

�

�������������"����	���		��������1�

�

������������������39��0#��%����#����������6�-7�1�&������%��#��

+�-�6���39���-���9��&���������������� ����!�

���#��%����%�����8�����&�-��%�������+�%��%����+�6�#1�%��������#�

���=#��#��%�������������%&�1���%&���+�%�%#�������&���6�-��������

&�+�>�+��1��%����������%�%�������%�0#��&��+����!�

�#�����6��8����&����������+��7�+�%����������%�����1�&����������

A&����%�����+����C �+�B����&������1�����%6"%�&�-��+��;C;���&�����-�0#��

������%��������#1�&����&#����&���������������������+�%���#�

&�� �������-��%�1��6=���;�����1�����+�39����+�%&��>�+�����%��*;���!�

�

 



9 
�


����%�8���%��&�����������%���������$�'����1�+�%����0#����
+�%&����-7�����������������8���*;�-�+��;C;������-�6����/���!��#����

�6��8����&����#�����0#��%����������%���&�����%&���%���=#����%��%��#���
��0#��&��+����!�?�+>�� ���%������+����1�������&���������-�$�39��������

���6�-7��0#�����&����%�-7�����%�#����������:�
�


�����������%�8�������#�����������������%���������������
(������)��������*�'������*��	+���*�������(��#��
�����'������������

��%&���&��������D��6��8����&�-���%�$���1�+�%&��7�����%�����=#����%�
���������%�%��������;�����������������������!�?�+>���9��%#������&�+����:�

�
E��%��7���0#�����������+���,��������-�+.���1�+�%&��7���������

��&<6-�+�1�0#��%���+�%&��7�%���%���8#����%����&����1�+�%�������
+�%&�����9���%���������� ����1�����%������ C+����F��%�����-�8���1�������

%��7����%�8����� �%C-������%��%����%&�:��
��������#-�1�G#H�1���-+�1����������0#��&������%�&���������+���1�

%#�����6��8����&�-��+����7����&�-��8���������+���:�
�

E�%��7��8�������%�8��"����1��9����+����;�����1�0#��;��+�#���������&��
=#����+�%�8�1���%&���%���#;�����+�%�%#����&�+�>�+��1����&������1�+�%�

%#�����%����� "!��#�����6��8���:�
�

E���������'��!�+��/������	����!����%���0#������8������%6"%��%�

����0#���!��6��8����&���%���=#����%���������%���%&���+�%�8�!����������
���+��������������%����0#�!!!�%���&�� ����+7�%*@-������%��7�� �%C-��1�&����"�
�����0#���9�!�?�+>�� �$�%�&���������#�������1� �$�%�&��������%��7��;���!��

�#�����6��8����&����#��:�
�


���%�#��&��%������������������1������������� 	+����$�		��"�������
����������������$��&���"����1�������+�&-�������I����-�8��������� �+#-����1���

F��%�8������������*�����1�&�-���0#�������7��%#����+����7����8�����9�!�
�6��8����&����#���0#���&������+�%�;�+>�1�����%6"%�&�-������������

���&������1���������0#�-�� ���1�&�-��*�����+��>%�+�!�
�

E��%&�������������!��"������	1�&�-��������-�$�39��������&"+�%������
��������#��-�$��������������6�-7�!�
8����3���%���%�����%����	��� �

!"!#$�% ����$0���1���%&���8�����1���-C+�������%#����� �+������!�
�

E�"�� $1�&�-���&���� ����+������%&���+���C;�-1���F�*�� $�1�&�-��
�#)C-��� ����+�����+��+������&�������-�$�39�����������6�-7�!�

�
�

�

 
 



10 
�

E�*����!�!��!��1!��+���&���!�������/�����2�3- $�1����&���������
��#��������1�������������	��"�.�!���%��+��	�$�&��������4���2����+������������
�������!����������	��5����+��%��+��!��1�&�-��+���+�%�����&�� �������-�

�0#��&��&��+������!�
�


�����&�����!����	2)��!��6���2�7����!�������!��+�������
J�+#-��������������-�8������
����0#����K�
����1��%���%�����

+����������1�������"����	���		��������1����������������%������+���������
�#����������@����#�39�1�&�-������39���������+��7�+�%�����������%������!�

�

���������+������������+�&-������������������������������ �����

%�����+�������������������������	����8��!������"
�������%�����+������
������������	�� !���!��"�#���$������������������$���������&��������#�

1�����������������"����	���		���������������������������&�	+��"������1�&�-��
����+�39�1��%�$���1� ��%�39�����)�%&-��&�� �������-�0#����+�6�����;�+>��

��������8���#�39�!�
�


�����������%�8�������#��������/�@����#�39��+�%�0#�%�+��;�;���
�����8��$
������%��
�������!��&���(���	��$9�����$�#�������������

(������������������5������%.������0��+�	��(������"
������)���
������
(��������!��		���(�+������:������-�������,�+;��$�'������-��.��%�������
��'��+�����'������'��
���,<�����-��������=�������!��	��>�&�����
?��'��+�D���%6"%��������8���#�39���#�����#�����+#���������/�@

����#�39�D��6��8�����������1�����������)&���>�+���������%���������"����
%�%������������+�����39�1���+��;C;���+�%�;�+>�������#���������%�-7����:�

�

���������� #�+���*��������%�8���������+�&-�����������������������

%��������&����(������%�������	���@�#�������	������"�.�!�����(���!��1�&�-��
�8���*;�-�+��;C;��1�����39��������+�39����%&���&��������!�

��� #�+���*����������&����%�����������8�/���+�������#�8��1��%�

��&�+��-�F��%�8��A	�'���1�&�-��+��;C;��1�+����7�������&���39���%��=#���D���
���,����
�1�&�-�����&���6�-��������� �+�>�+���+���������!�

�

��� #�+���*����������39������/�@����#�39�1�%�������	�����B��!���

��$��&��1�&��������������39�1�8����-�$�1����)���%��&�+�>�+���&�����=#���D�
�


���������� #�+���*����������6-����+�1�&�-������+�39����+�-�6���39��
�%�����������������!�

�
�� �%1������������0#������-8#%�� ��%�� �$���%�&�����������&��C���1�

+�����6#����������+�����&���%�%1�
�

�����
��	��������


 



11 
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�����������������	
������	
����
�����
�	
�����

���������
������������

�

����

 



12 
�

����

������	������	������	������	����

�

�

�
���	������������������������������������������������������������������������������������������������������
�

�

������������������������������������������������������������������������������������������������������������

�

�

�������	����	�������������������������������������������������������������������������������������������

�

����	�	����	�����������������������������������������������������������������������������������������
��

�


����
�����
����	�	���������������������������������������������������������������������������
��

�

���
������	���������������������������������������������������������������������������������������������

�

����������	�����������������������������������������������������������������������������������������������

�

���	������	����������������������������������������������������������������������������������������������

�

���
 
�!������������������������������������������������������������������������������������������������

�

 
 
 

 

 



13 
�

Rocha FRG. Condicionamento radicular com ácido cítrico e os efeitos 

biológicos da aplicação tópica de bFGF e BMP-7 em células relevantes 
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RESUMO 

A regeneração periodontal ainda representa um importante desafio, devido 

a limitações na efetividade e imprevisibilidade das abordagens clínicas. O 

condicionamento radicular e a utilização de mediadores biológicos, como 

os fatores de crescimento, são duas das técnicas que tem sido estudadas 

para esta finalidade; também tem sido proposta a combinação de ambas. 

Foi avaliado in vitro o efeito do condicionamento ácido da dentina na 

liberação de bFGF e BMP-7 aplicados topicamente de forma isolada ou 

associados, além da influência de tais tratamentos na expressão de genes-

alvo relacionados ao metabolismo de tecido conjuntivo mineralizado e não 

mineralizado em três tipos celulares relevantes para o processo 

regenerativo no microambiente periodontal. Espécimes de dentina bovina 

foram subdivididos em dois grupos: não condicionados e condicionados 

com ácido cítrico 25% durante 3 minutos. bFGF recombinante humano (10 

e 50 ng), BMP-7 (100 e 300 ng) e associação bFGF/BMP-7 (50 ng e 100 

ng, respectivamente) foram suspendidos em 50 μL de meio de cultura e 

aplicados topicamente sobre a dentina. A liberação de fatores de 

crescimento aplicados topicamente sobre a dentina condicionada e não 
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condicionada foi determinada por meio de ELISA. Linhagens celulares de 

camundongos – fibroblastos do ligamento periodontal, cementoblastos e 

células do estroma ósseo – foram plaqueadas sobre os espécimes de 

dentina com e sem condicionamento ácido prévio, tratados ou não com os 

fatores de crescimento. Após 24 horas, as células aderidas sobre as 

amostras de dentina foram coletadas, o RNA total extraído e a expressão 

gênica de colágeno 1-alfa1, fibronectina e Runx2 foi avaliada por RT-

qPCR. Os resultados encontrados neste estudo indicam que os fatores de 

crescimento são retidos pela dentina após aplicação tópica com o pico de 

liberação em 2 horas; o condicionamento ácido da dentina favoreceu a 

retenção dos fatores de crescimento aplicados topicamente sobre a 

dentina; e os três tipos celulares avaliados respondem diferentemente a 

uma mesma condição experimental; e que a aplicação tópica dos fatores 

de crescimento sobre a dentina atenuou os efeitos dos mesmos fatores 

utilizados diretamente no meio de cultura, sendo esta atenuação menos 

marcante em amostras previamente condicionadas com ácido cítrico. 

 

Palavras-chave: Periodontia; Regeneração; Ácido cítrico; Fatores de 

crescimento. 
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Rocha FRG. Conditioning with citric acid and biological effects of topical 

bFGF and BMP-7 in relevant cells to periodontal regeneration [Dissertação 

de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012. 

 

ABSTRACT 

Periodontal regeneration still poses a challenge both in terms of 

predictability and magnitude of effect. Chemical root conditioning and the 

use of biological mediators are two strategies studied to improve the results 

of regenerative therapies. The objective of this study was to determine the 

effect of acid conditioning of dentin on the release of topically applied bFGF 

and BMP-7, isolated or associated. We also evaluated the impact of such 

treatment in the expression of target genes related to the metabolism of 

mineralized connective tissue and non-mineralized in three cell types 

relevant for the regenerative process in the periodontal microenvironment. 

Dentin specimens, which were obtained from bovine teeth, were divided 

into two groups: non-conditioned and conditioned with 25% citric acid for 3 

minutes. Human growth factors produced by recombinant DNA technology 

were diluted in 50 mL of culture medium and topically applied on the dentin 

in the following amounts: recombinant human bFGF (10 and 50 ng), BMP-7 

(100 and 300 ng) and associated bFGF/BMP-7 (50 ng and 100 ng, 

respectively). The released of growth factor topically applied on the 

conditioned and non-conditioning dentin samples was determined by 

ELISA. Murine cell lines - periodontal ligament fibroblasts, cementoblasts 
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and bone marrow stromal cells - were grown on dentin specimens with and 

without prior acid conditioning and application of growth factors. After 24 

hours, the cells adhered on the samples of dentin were collected, total RNA 

extracted and gene expression of collagen 1-alpha 1, fibronectin and Runx2 

was determined by RT-qPCR. The results of this study indicate that:  growth 

factors are retained by dentin after topical application and that the peak 

release occurs in two hours;  the conditioning of dentin with citric acid 

favored the retention of topically applied growth factors to dentin; all three 

cell types respond differently to the same experimental condition evaluated; 

the topical application of growth factors on dentin attenuated the effects of 

these factors used directly in the culture medium, and this attenuation was 

less marked in the samples previously conditioned with citric acid. 

 

 

Keywords: Periodontics; Regeneration; Citric acid; Growth factors 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Neste trabalho, propomos investigar a viabilidade da utilização da 

aplicação tópica de fatores de crescimento sobre a dentina para influenciar 

o comportamento biológico de células em contato direto com este 

substrato. Como objetivo secundário, avaliamos se o condicionamento 

químico prévio da superfície dentinária proporciona algum tipo de benefício 

na retenção dos fatores de crescimento aplicados topicamente e/ou em 

seus efeitos biológicos. Para facilitar o entendimento das bases racionais 

deste trabalho, dividimos esta introdução e justificativa em tópicos, nos 

quais exploramos os seguintes aspectos: condicionamento radicular, 

mediadores biológicos para regeneração periodontal e seus veículos e 

formas de aplicação. 

 

1. 1 O Condicionamento químico radicular como estratégia terapêutica 

para regeneração periodontal 

 

Embora o tratamento periodontal seja efetivo na paralisação do 

processo de doença periodontal e redução de inflamação local, diminuindo 

a incidência de perda dental26, não é possível ainda obter por meio dele de 

forma consistente e clinicamente relevante a restauração da anatomia 

normal dos tecidos periodontais perdidos em conseqüência da doença. O 

resultado mais comum e previsível do tratamento periodontal é o reparo, 
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condição em que nem a arquitetura e nem a função originais do periodonto 

são reproduzidas pelos tecidos cicatrizados8. Há muito tempo, com objetivo 

de obter a regeneração dos tecidos periodontais, outras modalidades 

terapêuticas vem sendo intensamente estudadas. Estas incluem o 

condicionamento químico da superfície radicular, a regeneração tecidual 

guiada, os enxertos ósseos e sintéticos, a utilização de fatores de 

crescimento e a combinação dos mesmos. 

O condicionamento químico da superfície radicular foi uma das 

primeiras estratégias terapêuticas propostas com a finalidade de promover 

a regeneração periodontal. Entre os possíveis efeitos biológicos aventados 

para o condicionamento radicular está a descontaminação radicular, a qual 

promove a remoção de bactérias, toxinas e também de smear layer, que é 

a camada residual formada na superfície radicular após a instrumentação, 

podendo atuar como uma barreira à nova inserção conjuntiva6, 12, 16, 423. 

Além disso, a desmineralização da superfície radicular tem também como 

objetivo a exposição das fibras colágenas da matriz orgânica do cemento 

ou dentina, favorecendo a formação e adesão do coágulo de fibrina3, 33, o 

que encurta a sequência dos eventos biológicos necessários para a 

regeneração do periodonto.  

Sabe-se que a matriz extracelular do tecido ósseo é um dos 

principais locais de armazenamento de fatores de crescimento e outras 

proteínas, como osteopontina (OPN), proteínas morfogenéticas ósseas 

(BMPs), colágeno (principalmente tipos I e III), osteocalcina (OCN)19, 66, que 
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são capazes de influenciar o processo de reparo e turnover ósseo. 

Baseando-se nisso e também no fato de que as proteínas morfogenéticas 

do osso (BMPs) foram inicialmente detectadas pela descalcificação do 

tecido ósseo, existe a possibilidade de que o condicionamento radicular e a 

desmineralização superficial resultante levem à liberação de mediadores 

biológicos, como fatores de crescimento e outras proteínas, que estão 

armazenados na matriz orgânica do cemento ou dentina, estimulando 

assim a divisão e proliferação das células do ligamento periodontal5. 

O cemento é um tecido que pode exercer importante papel no 

processo de regeneração periodontal, possivelmente devido a 

propriedades bioquímicas e mediadores biológicos armazenados em sua 

matriz extracelular pois, embora esta tenha similaridades com a matriz de 

outros tecidos mineralizados, possui características fisiológicas únicas22, 

contendo moléculas que não são detectáveis em outros tecidos, as quais 

influenciam na atividade de diversos tipos celulares. A matriz orgânica do 

cemento é constituída principalmente de colágeno, sendo 90% colágeno 

tipo I e 5% colágeno tipo III, além de duas proteínas colagenosas 

constituintes da matriz – osteopontina e sialoproteína óssea – as quais 

parecem ter um importante papel na diferenciação de células progenitoras 

em cementoblastos51.  

Também estão presentes na matriz do cemento outros fatores de 

crescimento capazes de promover proliferação e diferenciação de células 

cementoprogenitoras, tais como BMP-2, BMP-3 e BMP-4, fator de 
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transformação de crescimento-beta (TGF-�), fator de crescimento derivado 

de plaquetas-beta (PDGF-�) e fator de crescimento insulínico-I (IGF-I). 

Estes são também componentes do tecido ósseo, no entanto, algumas 

moléculas parecem ser exclusivas do cemento, como o fator de 

crescimento do cemento (CGF), a proteína de adesão do cemento 

(cementumadhesionprotein, CAP) e a proteína do cemento 23 

(cementumprotein 23, CP-23)24, considerados marcadores específicos do 

cemento. Tais moléculas, devido ao fato de serem específicas do cemento, 

podem ser úteis ao entendimento da cementogênese, bem como da 

regeneração do cemento dental. Este fato sugere duas possibilidades: 1) A 

manutenção do cemento sobre a superfície radicular, pois o 

condicionamento químico poderia favorecer a exposição dos mediadores 

biológicos contidos em sua matriz extracelular; e 2) Na inviabilidade de 

manter o cemento radicular, acrescentar exogenamente, de forma tópica, 

sobre a superfície radicular, o mediador biológico presente no cemento, e 

que favorece a regeneração periodontal, visto que o condicionamento 

radicular poderia favorecer a adsorção do mediador biológico à superfície 

radicular. De fato, a segunda possibilidade é suportada pelos estudos que 

demonstraram que o condicionamento químico prévio proporcionou 

vantagem na adsorção de proteínas derivadas da matriz do esmalte 

(Emdogain) à raiz dental45, 65. 

No entanto, ainda que as evidências sobre o papel do 

condicionamento químico radicular na regeneração periodontal sejam 
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promissoras em modelos animais (Tabela 1)14, 40, 43, 46, 52, 67, 68, a maior parte 

dos estudos em humanos não apresenta ainda bons resultados. Esta 

discrepância entre os resultados em modelos animais e estudos clínicos 

pode ser devida às diferenças espécie-específicas na etiopatogênese da 

doença periodontal, ou na própria capacidade reparativa dos tecidos.  

Outra possibilidade é que existam diferenças na quantidade de 

mediadores biológicos armazenada na matriz extracelular da dentina e do 

cemento. A adição de fatores de crescimento de forma exógena poderia 

compensar esta deficiência, porém um dos problemas associados ao uso 

dos fatores de crescimento é sua reduzida meia-vida. O condicionamento 

radicular prévio à aplicação tópica do fator de crescimento pode favorecer a 

adsorção à superfície radicular, provavelmente devido à exposição da 

matriz colagenosa da superfície radicular. Esta exposição de colágeno 

também favorece a migração e adesão de fibroblastos do ligamento 

periodontal18, 55, 62, 64, um tipo celular de grande relevância para a 

regeneração do periodonto.  

Assim, o condicionamento químico radicular pode ter um papel 

relevante na regeneração periodontal, devido à exposição de mediadores 

biológicos endógenos presentes na matriz dentinária e do cemento, bem 

como por favorecer a adsorção de mediadores biológicos aplicados 

topicamente. 
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1. 2 Agentes químicos mais utilizados para condicionamento radicular 

 

Em uma revisão sistemática37, foi verificado que quatro de oito 

trabalhos histológicos avaliados em humanos demonstravam regeneração 

após o condicionamento com ácido cítrico e em apenas um trabalho clínico, 

de um total de dezoito avaliados, houve ganho clínico de inserção. 

Nenhuma regeneração foi verificada nos trabalhos em que o ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) foi utilizado para o condicionamento 

químico e, de cinco trabalhos em que a tetraciclina foi utilizada, um estudo 

histológico e um estudo clínico demonstraram ganho de inserção. Nesta 

mesma revisão, uma meta-análise foi realizada com vinte e oito trabalhos 

clínicos e nenhum efeito significante do condicionamento químico da 

superfície radicular foi observado para os parâmetros de redução da 

profundidade de sondagem e de ganho clínico de inserção. O emprego do 

condicionamento radicular associado à regeneração tecidual guiada para o 

tratamento de recessões gengivais não proporcionou melhoria nos níveis 

de inserção, embora estivesse associado a um maior percentual de 

recobrimento radicular completo (51.7% das recessões X 32.1% das 

recessões tratadas sem o condicionamento radicular)2.  

De maneira geral, a literatura mostra que os resultados obtidos após 

o condicionamento químico da superfície radicular são bastante 

controversos e conflitantes, variando de uma marcante regeneração até 

uma ausência de regeneração ou efeito clínico benéfico. Essa grande 
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variabilidade nos resultados pode estar associada a diversos fatores que 

podem interferir negativamente no resultado final dos experimentos, como: 

local e modo de preparo dos agentes químicos; tempo de condicionamento 

da superfície radicular; modo de aplicação destas substâncias, 

concentração e pH utilizados; grau de hipermineralização do dente. Assim, 

a regeneração periodontal não deve ser considerada como um resultado 

previsível após o condicionamento radicular utilizado isoladamente.   

Considerando a grande variabilidade na metodologia de aplicação 

dos agentes condicionantes e nos resultados encontrados na literatura, 

nosso grupo de pesquisa tem avaliado sistematicamente diversos agentes, 

como o ácido cítrico, EDTA e tetraciclina. Estes vem sendo aplicados 

segundo diferentes protocolos, visando principalmente atingir 

concentração, tempo, pH e modo de aplicação ideais de cada substância, 

como objetivo de conseguir a remoção de smear layer e, principalmente, a 

exposição de fibras colágenas dentinárias e ou cementárias. Nossos 

resultados indicam os seguintes parâmetros considerados ideais para cada 

substância: ácido cítrico 25%, aplicado com auxílio de pincel (aplicação 

ativa suave), por 3 minutos; cloridrato de tetraciclina 50mg/mL, aplicado por 

fricção com auxílio de uma bolinha de algodão (aplicação ativa vigorosa), 

durante 3 minutos; EDTA 24% na forma de gel, aplicado com auxílio de 

pincel, por 3 minutos1, 10, 11, 17, 27, 33, 50, 58. Recentemente, verificamos que o 

ácido cítrico proporciona a melhor adesão de fibrina e de elementos 

sanguíneos à superfície dentinária do que tetraciclina ou EDTA33 (Figura 1). 
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FIGURA 1 – Fotomicrografia de microscopia eletrônica de varredura de 

amostras de dentina condicionadas com solução salina (esquerda) e ácido 

cítrico (direita) sobre as quais foi depositado o mesmo volume (1,0 ml) de 

sangue total humano. Após a coagulação do sangue e lavagem por 

irrigação com solução salina, observa-se a virtual ausência de células 

aderidas à superfície dentinária controle (não condicionada) em 

comparação à superfície condicionada com ácido cítrico.  

 

Considerando a relevância da estabilidade do coágulo sanguíneo 

para a regeneração periodontal, tanto como fonte de células precursoras 

(derivadas do sangue periférico e do estroma ósseo adjacente) quanto de 

fatores de crescimento (derivados das plaquetas e outras células 

sanguíneas), optamos neste estudo pela utilização do ácido cítrico a 25% 

para condicionamento da superfície radicular. 

 

1. 3 Modulação ativa do processo de reparo periodontal com a 

utilização de mediadores biológicos - fatores de crescimento 

A inconsistência dos resultados das terapias regenerativas 

periodontais se deve, em parte, à parcial ou total dependência da 

capacidade regenerativa de cada indivíduo, uma vez que a maior parte das 
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técnicas é de natureza passiva, isto é, procura proporcionar condições que 

favoreçam a capacidade regenerativa do hospedeiro. Na técnica de 

regeneração tecidual guiada, por exemplo, o objetivo é proteger o coágulo 

e impedir o acesso de determinado tipo celular à área da ferida; já o uso de 

enxertos visa proporcionar uma matriz tridimensional que favoreça a 

deposição de novo tecido ósseo pelo hospedeiro. A modulação ativa do 

processo de reparo com a utilização de diversos mediadores biológicos tem 

despertado grande interesse por possibilitar a potencialização do processo 

regenerativo, além de um maior controle sobre este processo. Entre os 

mediadores biológicos mais estudados estão os fatores de crescimento, 

que são polipeptídeos produzidos naturalmente, com múltiplas e complexas 

atividades biológicas, incluindo modulação de proliferação, migração, 

quimiotaxia, diferenciação e expressão gênica pelas células28.  

O fator de crescimento de fibroblastos-2, ou fator de crescimento de 

fibroblastos básico (bFGF), é um dos mitógenos mais potentes, 

estimulando a proliferação e quimiotaxia de fibroblastos do ligamento 

periodontal e osteoblastos. No entanto, seus efeitos sobre a diferenciação 

celular, avaliados pela modulação da expressão gênica e síntese de 

colágeno, são controversos e dependentes do tipo celular. A síntese de 

colágeno, por exemplo, é inibida pelo bFGF em fibroblastos, mas é 

estimulada em osteoblastos. Em geral, o bFGF tem ações primariamente 

mitogênicas e angiogênicas, as quais são especialmente relevantes nas 

fases iniciais de reparação. Sua importância na regeneração periodontal é 
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demonstrada por estudos em animais39, 49, 60, e um estudo clínico com 

bFGF em humanos30 relatando maior extensão de regeneração periodontal 

com a aplicação tópica do bFGF sugere que realmente pode haver maior 

eficácia no estímulo da regeneração em presença de bFGF. 

Outros fatores de crescimento bastante estudados na regeneração 

periodontal são as proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs), em particular 

BMP-2 e BMP-7. Diversos estudos relatam maior extensão de regeneração 

periodontal, principalmente do tecido ósseo com a utilização de BMP-2, 

porém com resultados variados em relação à regeneração de cemento e 

ligamento periodontal7, 13, 57, 69, 70. Por outro lado, há uma relativa escassez 

de estudos com BMP-7, com a qual estudos pré-clínicos em modelos 

animais sugerem uma maior uniformidade no favorecimento da 

regeneração não apenas de tecido ósseo, mas também de cemento e 

ligamento periodontal20, 47, 48. Em geral, os resultados dos estudos com 

BMP-2 sugerem que a regeneração de cemento e tecido não mineralizado 

(ligamento periodontal) é inferior à obtida com BMP-7. Anquilose e 

formação de tecido fibrovascular no espaço do ligamento periodontal sem 

fibras de Sharpey inseridas no cemento e sem a organização de fibras 

colágenas inseridas no tecido ósseo foram relatadas com o uso de BMP-

232. Recentemente, estudos que utilizaram BMP-7 em cementoblastos in 

vitro mostraram efeitos positivos para a mineralização destas células9, 23. 

Em uma análise de perfil proteômico e expressão gênica de 

cementoblastos após tratamento in vitro destes com BMP-7, foi encontrada 
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ainda uma associação da promoção de diferenciação e mineralização dos 

cementoblastos por BMP-7 por meio de indução de genes que participam 

do processo de formação do colágeno tipo I9. 

Como o periodonto inclui tecidos mineralizados e não mineralizados, 

bem como múltiplos tipos celulares (fibroblastos, osteoblastos, células 

endoteliais, células epiteliais, macrófagos e outras células da resposta 

imune), a regeneração é um processo complexo, que requer a participação 

de mais de um mediador biológico. A proposta de uma combinação de 

fatores de crescimento, embora seja biologicamente sensata, tem muitos 

parâmetros que devem ser para isso conhecidos e otimizados, como: a 

natureza dos fatores de crescimento utilizados, a concentração a ser 

utilizada, a compatibilidade bioquímica dos fatores combinados em termos 

de manutenção de sua atividade biológica ou de efeitos antagônicos ou 

sinérgicos, a sequência de liberação no processo reparativo e a 

caracterização de seus efeitos nos tipos celulares relevantes para o 

processo de regeneração periodontal. De fato, a combinação de fatores de 

crescimento não apenas é viável como pode favorecer a regeneração 

periodontal, como demonstrado em estudos pré-clínicos em cães e 

macacos21, 35 e ensaios clínicos em humanos25 da associação de fator de 

crescimento derivado de plaquetas e fator de crescimento semelhante à 

insulina (PDGF/IGF). Por outro lado, em relação especificamente às BMPs, 

quando utilizada uma associação de BMP-2 e BMP-7 não houve ação 

sinérgica na regeneração periodontal em modelos animais em comparação 
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aos efeitos destes fatores aplicados isoladamente48. Nosso grupo de 

pesquisa verificou que o fator de transformação de crescimento beta (TGF-

�) e bFGF exercem efeitos opostos em fibroblastos do ligamento 

periodontal no metabolismo de colágeno (TGF-� foi anabólico e bFGF 

catabólico) e que na associação destes fatores os efeitos anabólicos do 

TGF-� foram parcialmente atenuados pelo bFGF56. 

 

1. 4 Forma de administração dos fatores de crescimento e os tipos 

celulares envolvidos 

Outra consideração importante é com relação ao veículo utilizado 

como carreador dos fatores de crescimento. O veículo deve preservar as 

atividades biológicas dos fatores de crescimento, ser inerte aos tecidos do 

hospedeiro e possibilitar a liberação sustentada e, idealmente, na 

sequência adequada no caso do uso associado de diferentes fatores de 

crescimento. A avaliação do veículo carreador é uma área de intensa 

pesquisa em estudos pré-clínicos, incluindo esponja e géis de colágeno, 

osso autógeno liofilizado e compostos sintéticos de cálcio (beta-tricálcio 

fosfato, cimento de fosfato de cálcio)32.  

No entanto, existem importantes hiatos no conhecimento das ações 

dos fatores de crescimento sobre diferentes tipos celulares que devem 

ainda ser melhor compreendidos para que haja um embasamento biológico 

da seleção do(s) fator(es) utilizado(s) na regeneração do periodonto, tanto 
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em estudos posteriores pré-clínicos em modelos animais quanto em 

estudos clínicos em humanos.  

Os efeitos da BMP-7 sobre os cementoblastos, por exemplo, ainda 

tem sido estudados, havendo em estudos mais recentes a sugestão de que 

BMP-7 é um promissor indutor de cementogênese, embora ainda sejam 

necessários mais estudos para compreender seu mecanismo de atuação 

em níveis moleculares23. Ainda necessitam ser mais estudados também os 

efeitos de bFGF e BMP-7 na modulação diferencial da expressão gênica de 

fibroblastos do ligamento periodontal, além de cementoblastos. 

Uma estrutura necessariamente presente na regeneração 

periodontal é a raiz dentária, e a aplicação tópica de fatores de crescimento 

sobre a raiz é o meio mais direto de avaliação dos efeitos dos fatores de 

crescimento, sem a possível influência de veículos carreadores. Existem 

evidências de que a aplicação tópica de fatores de crescimento sobre a 

superfície radicular pode favorecer a regeneração periodontal, sendo 

necessárias mais avaliações dos efeitos da aplicação tópica de bFGF e 

BMP-7 na superfície radicular, bem como de seu papel no condicionamento 

químico prévio na raiz e os efeitos biológicos destes fatores de 

crescimento.  

Os estudos clássicos de Melcher et al.38 propuseram a base 

biológica, aceita ainda hoje, segundo a qual o endósteo é uma das fontes 

principais dos tipos celulares fundamentais envolvidos na regeneração 

periodontal (cementoblastos, fibroblastos do ligamento periodontal, células 
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endoteliais, osteoblastos). O ligamento periodontal também pode conter 

células precursoras dos vários tipos celulares necessários para a 

regeneração periodontal34, 53. 

Assim, propomos a avaliação dos efeitos de bFGF e BMP-7 na 

modulação da biologia celular de tipos celulares que podem estar 

presentes no microambiente periodontal e relevantes para a regeneração 

do periodonto de sustentação: fibroblastos do ligamento periodontal, 

cementoblastos e a população mista celular derivada do endósteo (bone 

marrow stromal cells). Os resultados deste estudo podem contribuir 

significativamente para o embasamento biológico de terapias regenerativas 

do periodonto ao demonstrar: 1) os efeitos de bFGF e BMP-7 em tipos 

celulares relevantes para a regeneração periodontal; 2) a viabilidade da 

aplicação tópica de bFGF e BMP-7 na manutenção de seus efeitos 

biológicos; 3) os efeitos da aplicação combinada de bFGF e BMP-7; e 4) a 

influência do condicionamento químico radicular prévio na adsorção e 

efeitos biológicos de bFGF e BMP- 7. 

Este estudo, portanto, teve como foco verificar se a aplicação tópica 

dos fatores de crescimento influencia os diversos parâmetros da biologia 

celular avaliados (proliferação, diferenciação e expressão gênica) e 

caracterizar os efeitos de bFGF e BMP-7 nos distintos tipos celulares 

avaliados. Além disso, avaliamos o condicionamento químico radicular 

como potencializador dos efeitos biológicos dos fatores de crescimento, 

determinando se esta potencialização se deve ao aumento da adsorção 
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dos fatores de crescimento na raiz ou à exposição de fatores de 

crescimento de origem endógena armazenados na matriz extracelular de 

dentina e cemento. 
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2 PROPOSIÇÃO 

  

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a aplicação tópica de 

bFGF e BMP-7, aplicados isoladamente e combinados, sobre:  

1) A modulação dos parâmetros biológicos de diferenciação celular e 

expressão gênica segundo o tipo celular considerado; 

2) Seus efeitos biológicos quando aplicados após o condicionamento 

químico da superfície radicular. 
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3 MATERIAL E MÉTODO 

3.1  Preparo dos espécimes de dentina 

Os espécimes de 1,0 cm de comprimento foram obtidos 

manualmente, a partir de dentes de bovinos, raça Nelore, com cerca de 5 

anos de idade e 250 kg. Os dentes foram adquiridos junto ao Frigorífico 

Vangélio Mondelli LTDA (Bauru, SP, Brasil). Foram utilizadas somente as 

raízes de incisivos permanentes inferiores (Figuras 2 e 3). Primeiramente 

foram separadas as coroas e os ápices radiculares utilizando disco 

diamantado dupla face (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) montado em 

peça reta (Dabi Atlante, Ribeirão Preto, SP, Brasil), de forma a serem 

obtidos espécimes da porção mais cervical das raízes, os quais foram 

medidos com 1,0 cm de comprimento (Figuras 4 e 5). Em seguida foram 

feitos cortes longitudinais, também com disco diamantado, obtendo-se dois 

espécimes a partir de cada raiz (Figura 6). Ainda com disco diamantado em 

baixa velocidade, as superfícies dentinárias foram regularizadas e 

aplainadas (Figura 7). Foram utilizadas somente as superfícies voltadas 

para a polpa dental, pois visualmente é possível diferenciar cemento e 

dentina no espécime.  

A utilização de dentes bovinos possibilitou a detecção dos fatores de 

crescimento de origem humana liberados no meio de cultura, sem 

nenhuma interferência dos fatores de crescimento endógenos 

armazenados na matriz dentinária, o que poderia ter ocorrido com a 

utilização de dentes humanos. Outra vantagem da utilização de dentes 
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bovinos é que seu maior tamanho possibilitou o preparo de amostras com 

dimensões adequadas utilizando um menor número de dentes. 

 

 

FIGURAS 2 a 7 - Preparo dos espécimes de dentina a partir de dentes 

bovinos. 
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3. 2  Procedimento de esterilização dos espécimes 

 Após o preparo, todas as amostras foram devidamente embaladas e 

enviadas para esterilização por meio de gás de óxido de etileno31, serviço 

que nos foi gentilmente fornecido pela empresa Acecil (Campinas, São 

Paulo, Brasil). 

 

3. 3  Condicionamento ácido  

O agente condicionante utilizado foi o ácido cítrico 25%, manipulado 

em farmácia (Farmácia Santa Paula, Araraquara, SP, Brasil), aplicado com 

auxílio de pincel, durante 3 minutos, segundo procedimento já descrito11. 

Após o tempo de condicionamento, cada espécime condicionado foi lavado 

com 10 ml de solução tampão fosfato salina (PBS) estéril, por meio de 

irrigação com seringa descartável. Os espécimes não condicionados foram 

somente lavados com a mesma quantidade de PBS estéril. 

 

3. 4  Células e reagentes 

Foram utilizadas linhagens celulares de fibroblastos do ligamento 

periodontal (mPDL) e de cementoblastos (OCCM) de camundongos, 

obtidas por doação da Dra. Martha J. Somerman (University of Washington, 

Seattle, WA, USA), bem como linhagem doação do Dr. Charles O'Brien 

(University of Arkansas, Kansas City, AK). Estas linhagens já estão 

caracterizadas na literatura15, 36. de células do estroma ósseo de 

camundongos (UAMS32), obtidas por  
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Os fatores de crescimento utilizados foram de origem humana 

recombinante (R&D Systems), para possibilitar a distinção entre os fatores 

de crescimento produzidos pelas células (de camundongo) ou liberados da 

matriz dentinária (de origem bovina) dos fatores de crescimento exógenos 

aplicados topicamente. Foram utilizados em cada aplicação tópica sobre as 

amostras de dentina 50μl de meio de cultura celular sem suplementação o 

qual continha as seguintes quantidades dos fatores de crescimento:10 e 

50ng de bFGF (correspondendo, respectivamente, a 0.2 e 1 μg/mL) e 100 e 

300 ng de BMP-7 (equivalente a 2 e 6 μg/mL, respectivamente). Estas 

quantidades totais dos fatores de crescimento são baseadas em estudos 

anteriores41, 54, 55, 61, e correspondem à concentração utilizada nos 

experimentos-controle realizados na ausência das amostras de dentina e 

com adição dos fatores de crescimento diretamente ao meio de cultura. As 

amostras de dentina foram condicionadas com estas quantidades de 

fatores de crescimento por 2 minutos. 

 

3. 5 Quantificação dos fatores de crescimento liberados no meio de 

cultura 

 Para cada experimento foram utilizados 8 espécimes de dentina, 

aleatoriamente selecionados, dos quais 4 foram somente lavados com 10 

mL de PBS e outros 4 foram condicionados com ácido cítrico durante 3 

minutos e depois lavados com 10 mL de PBS (Figuras 8 e 9).   
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Após este procedimento, os espécimes foram colocados em placas 

para cultura celular contendo 12 poços (Figuras 10 e 11) e receberam a 

aplicação tópica durante 2 minutos dos fatores de crescimento diluídos em 

meio de cultura não suplementado (Figuras 12 e 13), o qual foi aspirado ao 

final deste tempo49, 55, 56 . 

As condições experimentais utilizadas neste experimento foram: 

1. Controle;   

2. bFGF 50 ng; 

3. BMP-7 100 ng; 

4. bFGF 50 ng + BMP-7 100 ng; 

5. Condicionamento ácido; 

6. Condicionamento ácido + bFGF 50 ng; 

7. Condicionamento ácido + BMP-7 100 ng; 

8. Condicionamento ácido + bFGF 50 ng + BMP-7 100 ng. 

 

 Foi então acrescentado a cada poço da placa de cultura 1,95 mL de 

meio de cultura DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco, Gibco 

GRL, Life Technologies) não suplementado, de modo a cobrir os 

espécimes, obtendo-se volume final de 2 mL em cada poço (Figuras 14 e 

15). 

 Nos períodos de coleta estabelecidos: 10 minutos, 30 minutos, 1 

hora, 2 horas, 4 horas e 8 horas, foram coletados 200 μL de cada poço da 

placa de cultura, os quais foram aliquotados em 2 tubos eppendorf e  



42 
�

FIGURAS 8 a 11 –
Condicionamento ácido
dos espécimes de denina
e posicionamento dos
mesmos nas placas de
cultura
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FIGURAS 12 a 15 –
Condicionamento com os
fatores de crescimento e
posterior cobertura dos
espécimes de dentina com
meio de cultura para
incubação.
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armazenados imediatamente armazenadas em freezer a -80ºC até o 

momento da análise. 

A quantificação de bFGF e BMP-7 foi realizada utilizando kits ELISA 

do tipo sanduíche, segundo as instruções do fabricante (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA). Cada amostra foi avaliada em duplicata e os 

experimentos foram repetidos de forma independente duas vezes. 

 

3. 6  Avaliação da regulação da expressão gênica em nível de RNAm 

Para realização deste experimento, primeiramente as células a 

serem utilizadas (fibroblastos do ligamento periodontal, cementoblastos, e 

células do estroma ósseo) foram cultivadas em meio de cultura DMEM 

suplementado com 10% de FBS (soro fetal bovino) e 1% de penicilina e 

glutamina, em placas de cultura de 10x100 mm em incubadora a 37ºC, até 

que atingissem confluência. No momento do experimento o meio de cultura 

foi aspirado e as células foram destacadas enzimaticamente do substrato 

plástico, ressuspendidas em DMEM suplementado com 2% de FBS, e 

ajustadas para uma concentração de 1x 106 células/mL, de forma que uma 

alíquota de 50 μL contivesse 5x105 células. 

Em cada experimento foram utilizados 12 espécimes, selecionados 

aleatoriamente, dos quais 6 foram condicionados com ácido cítrico durante 

3 minutos e depois lavados com 10 mL de PBS. Os outros 6 espécimes 

não condicionados foram lavados com 10 mL de PBS (Figuras 8 e 9). Em 
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seguida, os espécimes foram distribuídos em placas para cultura de 12 

poços (Figuras 10 e 11) e receberam então os seguintes tratamentos: 

1. Controle;   

2. bFGF 10 ng; 

3. bFGF 50 ng 

4. BMP-7 100 ng; 

5. BMP-7 300 ng; 

6. bFGF 50 ng/ μL + BMP-7 100 ng; 

7. Condicionamento ácido; 

8. Condicionamento ácido + bFGF 10 ng; 

9. Condicionamento ácido + bFGF 50 ng; 

10. Condicionamento ácido + BMP-7 100 ng; 

11. Condicionamento ácido + BMP-7 300 ng; 

12. Condicionamento ácido + bFGF 50 ng + BMP-7 100 ng. 

Os fatores de crescimento nas quantidades indicadas acima foram 

diluídos em 50 μL de meio de cultura DMEM não suplementado, somente 

no momento da realização dos experimentos, e então colocados sobre a 

dentina, sendo aspirados após 2 minutos (Figuras 12 e 13). 

Em seguida, alíquotas de 50 uL de uma suspensão contendo 1x 

106células (fibroblastos do ligamento periodontal, cementoblastos, e células 

do estroma ósseo) em meio de cultura suplementado com 2% de soro fetal 

bovino foram plaqueadas precisamente sobre os espécimes de dentina. As 

placas foram então levadas à incubadora a 37ºC durante 4 horas para 
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adesão celular inicial e, após este período, foi acrescentado em cada poço 

1,5mL de DMEM suplementado com 2% de FBS, permanecendo as células 

na incubadora durante mais 20 horas (Figuras 14 e 15). As células foram 

coletadas por raspagem com raspador de células plástico estéril após 

completadas as 24 horas de seu plaqueamento. 

Foram feitos também controles positivos, representados por células 

plaqueadas diretamente em placas de cultura de 12 poços (sem espécimes 

de dentina) e estimuladas com as mesmas concentrações (em ng/μL) dos 

fatores de crescimento. 

Este experimento foi repetido de forma independente duas vezes. O 

RNA utilizado neste experimento foi isolado utilizando um sistema de 

colunas de afinidade para o isolamento e purificação do RNA total, 

incluindo tratamento com DNAse (kit RNAqueous-4-PCR, Ambion, Inc).  

Após quantificação do RNA total em espectrofotômetro UV de 

microvolumes (Nanovue, GE Health Sciences), 100ng de RNA total foram 

utilizados na síntese de cDNA, utilizando random hexamers primers e 

moloneyleukemia vírus reverse transcriptase, segundo as instruções do 

fornecedor do kit (High Capacity cDNA synthesis kit, Applied Biosystems).  

A reação de PCR em tempo real foi feita utilizando conjuntos de 

primers e sondas pré desenhados (Gene expression assays, Applied 

Biosystems) para detecção dos genes-alvo Colágeno 1 alfa 1 (Col1�1), 

Fibronectina (Fn) e Runt-related transcription factor 2 (Runx2) e do gene 

constitutivo (GAPDH), utilizando o sistema TaqMan (TaqMan Universal 
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PCR Master Mix, Applied Biosystems) e a termocicladora Step One Plus 

(Applied Biosystems) com as condições de ciclagem otimizadas pelo 

fabricante (10 minutos a 95ºC para desnaturação inicial seguido de 50 

ciclos de 15 segundos a 95ºC e 1 minuto a 60ºC). Todas as amostras 

foram analisadas em duplicata e os valores cyclethreshold (Ct) de cada 

poço foram calculados pelo software da termocicladora, normalizados para 

os valores de Ct da expressão do gene constitutivo e analisados pelo 

método �(�Ct).  

Os resultados foram expressos como foldchange em relação aos 

controles negativos (células cultivadas em placas de 12 poços e não 

estimuladas com os fatores de crescimento). 

 

3. 7  Análise Estatística 

 Os dados obtidos a partir de cada experimento foram analisados 

separadamente, utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, USA) e com base em medidas de tendência 

central calculadas a partir dos diferentes experimentos e considerando 

cada condição experimental como um evento independente. Para as 

comparações dentro de um mesmo grupo (dentina condicionada ou não 

condicionada) ou entre grupos em uma mesma condição experimental (por 

ex., 50 ng bFGF em dentina condicionada comparada à não condicionada) 

foi utilizado o teste t de Student, não pareado. O nível de significância 

adotado foi de 95% (p<0.05) para todas as análises. 
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4 RESULTADO 

 

4. 1  Perfil de liberação dos fatores de crescimento aplicados 
topicamente 

Nestes experimentos, procuramos avaliar o perfil de liberação dos 

fatores de crescimento bFGF e BMP-7 após aplicação tópica sobre 

amostras de dentina bovina com e sem condicionamento químico prévio. 

Como controles, acrescentamos os fatores de crescimento ao meio de 

cultura celular diretamente (sem a presença de amostras de dentina). A 

utilização de fatores de crescimento recombinantes humanos e kits ELISA 

específicos para detecção de proteínas de origem humana evita o possível 

confundimento com proteínas que poderiam ser liberadas das amostras de 

dentina bovina utilizadas. 

a) bFGF 

 Quando bFGF foi acrescentado diretamente ao meio de cultura, a 

concentração detectada não sofreu alterações nas primeiras duas coletas 

(30 minutos iniciais). A partir do período de uma hora a concentração de 

bFGF sofreu redução gradativa e significativa em todos os períodos 

seguintes, com a meia-vida do bFGF sendo inferior a 1 hora (Figura 16). 

 Já com a aplicação tópica sobre amostras de dentina não 

condicionadas, a liberação de bFGF foi inicialmente muito baixa (observar 

escalas dos gráficos), aumentando progressivamente e de forma 

estatisticamente significativa após 1, 2 e 4 horas, período em que foi 

observado o pico máximo de concentração de bFGF. No período de 8 
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horas, houve marcante redução da concentração de bFGF em comparação 

ao período anterior, voltando aos mesmos níveis observados no período de 

10 minutos (Figura 17).   

Nas amostras de dentina previamente condicionadas com ácido 

cítrico, a liberação de bFGF foi também progressiva, no entanto atingiu 

concentrações superiores em comparação às observadas com a aplicação 

tópica de bFGF sobre dentina não condicionada (ver escalas dos gráficos). 

O pico máximo de liberação também ocorreu no período de 4 horas. A 

liberação em todos os períodos foi estatisticamente diferente quando 

comparada ao período de 10 minutos, e os períodos de 2, 4 e 8 horas 

também apresentaram diferenças estatisticamente significantes entre si 

(Figura 17). Após 8 horas, de forma similar ao observado nas amostras de 

dentina não condicionadas houve marcante redução na concentração de 

bFGF em comparação ao período anterior, porém esta concentração ainda 

se manteve superior à obtida aos 10 minutos. 

 

b) BMP-7 

Diferente do verificado para bFGF, a concentração de BMP-7 máxima 

foi mensurada apenas 30 minutos após a diluição deste no meio de cultura, 

com reduções progressivas e significativas em todos os períodos 

subsequentes. A meia-vida de BMP-7 nestas condições esteve entre 1 e 2 

horas (Figura 8). 
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Quando aplicado topicamente sobre espécimes de dentina não 

condicionados previamente, nos períodos iniciais houve maior liberação de 

BMP-7 para o meio de cultura, havendo diminuição progressiva e 

estatisticamente significante em comparação à concentração no período 

inicial de 10 minutos, porém esta redução foi de caráter gradual (Figura 

18). A aplicação tópica de BMP-7 em espécimes de dentina condicionados 

previamente resultou em maiores concentrações de BMP-7 liberado no 

meio de cultura, que aumentaram gradualmente a partir do período de 1 

hora e atingiu o pico máximo no período de 2 horas. A partir deste período 

a concentração de BMP-7 voltou a se reduzir retornando aos níveis iniciais 

após 8 horas, porém esta concentração ainda foi superior à observada no 

mesmo período de 8 horas em amostras de dentina não condicionadas 

(Figura 22). 

 

FIGURA 16 - Concentrações de bFGF e BMP-7, respectivamente, no meio 

de cultura ao longo do tempo de incubação nos experimentos controle 

positivos, ou seja, sem amostras de dentina. Dados indicativos de dois 

experimentos independentes avaliados em duplicata 
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FIGURA 17 - Concentração de bFGF no meio de cultura segundo o tempo 

de incubação com amostras de dentina sem condicionamento prévio (Non-

conditioned) ou previamente condicionadas (Conditioned) à aplicação 

tópica de bFGF isoladamente ou associado à BMP-7. Dados indicativos de 

dois experimentos independentes avaliados em duplicata. 

 

 

 

FIGURA 18 - Concentração de BMP-7 no meio de cultura segundo o tempo 

de incubação com amostras de dentina sem condicionamento prévio (Non-

conditioned) ou previamente condicionadas (Conditioned) à aplicação 
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tópica de bFGF isoladamente ou associado à BMP-7. Dados indicativos de 

dois experimentos independentes avaliados em duplicata. 

 

4. 2  Modulação da expressão de genes relacionados à diferenciação e 

atividade osteoblástica: Col1�1, Fn1, Runx2 

  Utilizamos linhagens celulares de camundongo representativas de 

três tipos celulares relevantes para o reparo e/ou regeneração no 

microambiente periodontal: fibroblastos do ligamento periodontal (mPDL), 

células do estroma ósseo (UAMS32) e cementoblastos (OCCM). Os dados 

da expressão gênica serão apresentados segundo o tipo celular.  

Estes experimentos avaliaram o efeito da aplicação tópica dos 

fatores de crescimento testados (bFGF e BMP-7), isoladamente e 

combinados, em diferentes quantidades, na modulação da expressão 

gênica por estes tipos celulares, verificando ainda se o condicionamento 

químico prévio da dentina exerceria algum tipo de influência nestes efeitos. 

A avaliação da expressão foi feita em nível de RNAm, por meio de RT-

qPCR e utilizando pares de primers e sonda espécie-específicos de 

camundongo. 

 

4.2.1 Efeito do substrato em que foram cultivadas as células (plástico 

tratado para cultura ou dentina com e sem condicionamento ácido 

prévio) 
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 Inicialmente avaliamos se a natureza do substrato em que foram 

cultivadas as células teria alguma influência na expressão constitutiva (não 

estimulada) dos genes-alvo de interesse. 

 

- Fibroblastos do ligamento periodontal (mPDL) 

Para este tipo celular a expressão de colágeno foi a mais baixa, 

seguida pela expressão de Runx2. Fibronectina mostrou-se bastante 

expressa por estas células.  Não houve, no entanto, em nenhum dos 

genes-alvo avaliados, influência significativa do substrato de cultura das 

células. 

- Cementoblastos (OCCM) 

A expressão constitutiva de colágeno por esta linhagem celular foi 

reduzida, seguida da expressão de fibronectina e maior expressão de 

Runx2. Não observamos diferenças significativas na expressão constitutiva 

de nenhum dos genes-alvo com qualquer dos substratos em que foram 

cultivadas as células.  

- Células do estroma ósseo (UAMS32) 

O perfil de expressão gênica destas células foi similar ao observado 

em cementoblastos, com reduzida expressão constitutiva de colágeno, 

seguida pela expressão de fibronectina e maior expressão encontrada de 

Runx2. Novamente, o substrato de cultura não influenciou de forma 

significativa a expressão constitutiva dos genes-alvo avaliados, com 
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exceção da expressão de Fn que foi significativamente maior quando as 

células foram cultivadas sobre amostras de dentina não condicionadas. 

 

 

 

FIGURA 19 - Modulação da expressão gênica (RNAm) de Col1�1, Fn e 

Runx2, por células do ligamento periodontal de camundongo (mPDL), 
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cementoblastos de camundongo (OCCM) e células do estroma ósseo de 

camundongo (UAMS32) diretamente sobre a placa de cultura e sobre os 

espécimes de dentina, não condicionados e condicionados com ácido 

cítrico. 24 horas após o plaqueamento das células, o RNA total foi coletado 

e utilizado na síntese de cDNA, o qual foi utilizado em reação de qPCR 

utilizando conjuntos de primers e sondas para os genes-alvo pré-

otimizados (TaqMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems). Os 

resultados foram avaliados pelo método Δ(ΔCt), e as barras indicam os 

resultados da expressão gênica relativa utilizando a expressão do gene 

constitutivo GAPDH para normalização dos resultados. Resultados 

representativos de um pool de RNA de dois experimentos independentes.    

 

Efeito da aplicação tópica dos fatores de crescimento sobre amostras 

de dentina com e sem condicionamento prévio 

Nestes experimentos avaliamos o efeito da aplicação tópica dos 

fatores de crescimento bFGF e BMP-7, isoladamente e associados, sobre 

amostras de dentina com e sem condicionamento prévio  na modulação da 

expressão dos genes-alvo. 

Fibroblastos do ligamento periodontal (mPDL) 

Embora estas células sejam capazes de formar nódulos 

mineralizados in vitro sob condições de cultura favoráveis, não apresentam 

um fenótipo osteoblástico constitutivo (não induzido). 

O gene colágeno 1 alfa-1 (Col1�1) é o responsável por codificar a 

produção da cadeia pro-alfa 1, a qual vai constituir duas das três alfa-

hélices do colágeno tipo 1. Este tipo de colágeno é comumente encontrado 

em tecidos conjuntivos, nos quais constitui as fibrilas, incluindo osso, 
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córnea, tendão e derme. É altamente expresso por fibroblastos e 

osteoblastos, sendo considerado um dos marcadores de formação óssea, 

no qual tem função estrutural. Foi observada sua expressão por 

fibroblastos do ligamento periodontal em todas as amostras neste 

experimento, sendo menos acentuada nas amostras que receberam 

condicionamento ácido prévio. Quando o fator de crescimento foi 

adicionado diretamente ao meio de cultura na ausência de amostras de 

dentina, houve uma tendência de inibição da expressão de Col1�1 com 

estímulo de BMP-7 e de aumento de expressão na presença de bFGF, 

isoladamente ou associado. 

As amostras de dentina previamente submetidas ao 

condicionamento ácido a expressão de Col1�1 não foi significativamente 

influenciada pela aplicação tópica de fatores de crescimento, porém em 

amostras de dentina não condicionadas previamente nota-se um tendência 

(não significativa estatisticamente) de aumento da expressão deste gene 

na presença de bFGF associado ou não a BMP-7. Estes resultados são 

sugestivos de que o condicionamento ácido pode favorecer a adsorção 

e/ou a atividade dos fatores de crescimento. Esta interpretação é suportada 

pelos achados dos ensaios ELISA, que demonstraram que o 

condicionamento ácido favorece a liberação dos fatores de crescimento, 

especialmente de bFGF. 

A expressão dos genes fibronectina, a qual é responsável pela 

aderência de células à matriz extracelular, e Runx2, relacionado com a 
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diferenciação osteoblástica, não foram marcantemente influenciadas em 

nenhuma das condições experimentais avaliadas. 

 

 
 
 

 
 
 

 

FIGURA 20 - Modulação da expressão gênica (RNAm) de Col1a1, Fn e 
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Runx2, em células do ligamento periodontal de camundongo (mPDL) após 

estímulo com bFGF e BMP-7, isoladamente e combinados, nas doses 

indicadas. 24 horas após o estímulo, o RNA total foi coletado e utilizado na 

síntese de cDNA, o qual foi utilizado em reação de qPCR utilizando 

conjuntos de primers e sondas para os genes-alvo pré-otimizados (TaqMan 

Gene Expression Assays, Applied Biosystems). Os resultados foram 

avaliados pelo método Δ(ΔCt), e as barras indicam os resultados da 

expressão gênica relativa utilizando a expressão do gene constitutivo 

GAPDH para normalização dos resultados. Resultados representativos de 

um pool de RNA de dois experimentos independentes.    

 

Cementoblastos (OCCM) 

Os cementoblastos apresentam um perfil fenotípico mais próximo de 

osteoblastos do que as células do ligamento periodontal. É bastante sutil a 

distinção entre cementoblastos e osteoblastos, no entanto, a modulação 

dos genes-alvo nas condições experimentais deste estudo foi bastante 

distinta da observada para as células do estroma ósseo. 

 De forma bastante similar ao observado para os fibroblastos, o 

estímulo direto das células com os fatores de crescimento resultou em 

indução da expressão de Col1�1 por bFGF (associado ou não a BMP-7) e 

inibição da expressão com BMP-7. O cultivo destas células sobre amostras 

de dentina com ou sem condicionamento prévio resultou, em geral, em 

marcante inibição expressão de Col1�1, porém foi mantido o perfil de 

resposta aos fatores de crescimento: maior inibição da expressão gênica 

com BMP-7 e manutenção ou discreto aumento da expressão com bFGF, 

associado ou não a BMP-7. 
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 A expressão de fibronectina foi discretamente aumentada com o 

estímulo de bFGF ou BMP-7 diretamente acrescentados ao maior de 

cultura, na ausência de amostras de dentina. O cultivo das células sobre 

amostras de dentina com ou sem condicionamento ácido prévio resultou 

em discreta redução da expressão gênica, a qual não foi influenciada pelos 

fatores de crescimento aplicados topicamente. A expressão de Runx2 não 

foi influenciada pelos fatores de crescimento adicionados diretamente ao 

meio de cultura ou quando aplicados diretamente sobre amostras de 

dentina, exceto por uma discreta tendência de redução da expressão com 

a aplicação de bFGF ou BMP-7 isoladamente em amostras de dentina não 

condicionada. 
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FIGURA 21 - Modulação da expressão gênica (RNAm) de Col1�1, Fn e 
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Runx2 em cementoblastos de camundongo (OCCM) após estímulo com 

bFGF e BMP-7, isoladamente e combinados, nas doses indicadas. 24 

horas após o estímulo, o RNA total foi coletado e utilizado na síntese de 

cDNA, o qual foi utilizado em reação de qPCR utilizando conjuntos de 

primers e sondas para os genes-alvo pré-otimizados (TaqMan Gene 

Expression Assays, Applied Biosystems). Os resultados foram avaliados 

pelo método Δ(ΔCt). As barras indicam os resultados da expressão gênica 

relativa utilizando a expressão do gene constitutivo GAPDH para 

normalização dos resultados. Resultados representativos de um pool de 

RNA de dois experimentos independentes. 

 

Células do estroma ósseo (UAMS32) 

Esta linhagem celular representa uma mistura de osteoblastos e 

alguns poucos fibroblastos em diversos estágios de diferenciação. Na 

ausência de amostras de dentina, o estímulo com bFGF, associado ou não 

a BMP-7, aumentou a expressão de Col1�1 e Runx2, enquanto o estímulo 

com BMP-7 isoladamente não modulou de forma importante a expressão 

destes genes em comparação ao controle não estimulado. Nestas mesmas 

condições (cultivo sobre o plástico tratado para cultura), todos os estímulos 

aumentaram discretamente a expressão de Fn. 

Quando cultivadas sobre amostras de dentina, observamos uma 

redução geral na expressão gênica de Col1�1 e Runx2, a qual foi menos 

marcante em amostras de dentina pré-condicionadas com ácido cítrico. 

Colágeno tipo I é um dos principais produtos de secreção de osteoblastos, 

e os resultados desta linhagem celular são relativamente difíceis de ser 

interpretados isoladamente, uma vez que estas células podem estar em 
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estágios variados de diferenciação. Assim, o estímulo com fatores de 

crescimento pode favorecer ou inibira diferenciação celular, estimulando 

primariamente a proliferação celular ou a expressão de genes da matriz 

extracelular, respectivamente. 
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FIGURA 22 - Modulação da expressão gênica (RNAm) de Col1�1, Fn e 

Runx2 em células do estroma ósseo de camundongo (UAMS32) após 

estímulo com bFGF e BMP-7, isoladamente e combinados, nas doses 

indicadas. 24 horas após o estímulo, o RNA total foi coletado e utilizado na 

síntese de cDNA, o qual foi utilizado em reação de qPCR utilizando 

conjuntos de primers e sondas para os genes-alvo pré-otimizados (TaqMan 

Gene Expression Assays, Applied Biosystems). Os resultados foram 

avaliados pelo método Δ(ΔCt), e as barras indicam os resultados da 

expressão gênica relativa utilizando a expressão do gene constitutivo 

GAPDH para normalização dos resultados. Resultados representativos de 

um pool de RNA de dois experimentos independentes. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Tanto o condicionamento ácido radicular quanto a utilização de 

fatores de crescimento estão entre as modalidades terapêuticas que tem 

sido estudadas com objetivo de se obter a regeneração dos tecidos do 

periodonto, os quais são perdidos em consequência da doença periodontal. 

Também tem sido proposta a combinação dessas duas terapias com o 

intuito de potencializar o efeito de ambas4, 18, 55, e este estudo teve como 

objetivo avaliar in vitro o efeito do condicionamento ácido da dentina na 

liberação de bFGF e BMP-7 aplicados topicamente de forma isolada ou 

associados. Também foi avaliada a influência de tais tratamentos sobre a 

expressão de genes-alvo relacionados ao metabolismo de tecido conjuntivo 

mineralizado e não mineralizado em três tipos celulares relevantes para o 

processo regenerativo no microambiente periodontal. 

Diversos estudos já avaliaram os efeitos dos fatores de crescimento 

sobre as características e o metabolismo de células que participam do 

processo regenerativo56, 61, 59 63.    . . Isso se deve ao próprio efeito que os 

fatores de crescimento exercem sobre a fisiologia celular, considerando as 

diversas funções celulares que são ativadas e/ou reguladas em presença 

destes44. De acordo com os resultados obtidos por este estudo, podemos 

também observar que o acréscimo de fatores de crescimento, por si só, já 

é capaz de induzir diferenças no perfil de expressão de alguns genes por 

  

56, 59, 61,63 



67 
�

estas células, sendo estas diferenças variáveis conforme o tipo celular e o 

gene-alvo avaliado.  

A expressão de RNAm dos genes-alvo pelas células avaliadas neste 

estudo foi, em geral, modulada pelos fatores de crescimento utilizados, 

como pode ser visto observando-se as expressões gênicas encontradas 

nas amostras do controle positivo, ou seja, coletadas dos poços sem os 

espécimes de dentina, que foram estimuladas com os fatores de 

crescimento acrescentados diretamente ao meio de cultura, demonstrando 

a bioatividade dos fatores de crescimento de origem recombinante humana 

em células de camundongo. Os resultados mostram indução marcante da 

expressão de quase todos os genes-alvo, exceto em algumas situações em 

que os fatores de crescimento foram utilizados de forma isolada, em 

particular com BMP-7.  

Em geral, os resultados indicam que bFGF teve efeito anabólico, 

induzindo a expressão gênica e, consequentemente, modulando a 

diferenciação celular; enquanto BMP-7 não teve efeito anabólico mas 

também não impediu o efeito do bFGF. Ou seja, embora não tenha sido 

observado efeito sinérgico entre bFGF e BMP-7, não parece, de acordo 

com nossos resultados, haver um efeito antagônico entre estes dois fatores 

de crescimento. 

Muitos tipos celulares participam do processo de regeneração 

periodontal e assim, muitos mediadores biológicos, incluindo vários fatores 

de crescimento, podem ter papel relevante neste processo havendo, no 
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entanto, diversos aspectos que podem interferir na função biológica destes 

quando se pensa em usá-los terapeuticamente, em especial no seu uso 

associado. Assim como a concentração dos fatores de crescimento a 

serem combinados, também a própria compatibilidade química entre eles 

pode fazê-los atuar tanto de forma simultânea e cooperativa entre si quanto 

de forma divergente ou antagônica. Apesar de alguns estudos mostrarem 

eficácia da associação de alguns fatores de crescimento21, 25, 35, outros 

verificaram que não houve ação sinérgica no processo regenerativo 

quando associados BMP-2 a BMP-748, por exemplo, ou mesmo que houve 

um efeito antagônico em fibroblastos do ligamento periodontal em 

conseqüência do uso combinado de bFGF e TGF-�56. 

Um estudo recente relata os efeitos, in vitro, do estímulo com BMP-7 

em cementoblastos. Após 72 horas, foi avaliada a expressão de genes 

relevantes no processo de mineralização. Foram encontrados aumentos 

significafivos nas expressões de Runx2, osteocalcina, osteopontina e 

sialoproteína óssea23. Em nosso estudo, não encontramos diferenças na 

expressão de Runx2 pelos cementoblastos após estímulo com BMP-7 (100 

e 300 ng/ml) isoladamente ou associado a bFGF. No entanto, o tempo 

decorrido após a aplicação de BMP-7 em neste estudo foi de 24 horas, o 

que impossibilita uma comparação direta com os achados de Hakki et al.23, 

e levanta ainda a possibilidade de que poderia ter sido observado efeito 

significativo com um maior tempo de incubação. Outros fatores, como a 
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concentração diferente utilizada de BMP-7, podem ter levado a tais 

diferenças encontradas. 

Além da ação direta dos fatores de crescimento sobre as células, a 

qual pode ser variável conforme o tipo de célula estimulado, a própria 

condição celular e o ambiente em que estas se encontram poderiam 

interferir na resposta celular aos diferentes tratamentos. Algumas 

diferenças nas expressões gênicas encontradas em nossos resultados 

poderiam ser atribuídas a diferenças nos substratos sobre os quais as 

células foram cultivadas. 

A presença de um substrato ou superfície pode alterar o 

comportamento da célula e sua atividade, como constatado por Kim et al., 

que tentaram induzir a mineralização de cementoblastos por meio da 

utilização de um substrato de dentina, considerando a hipótese de que a 

dentina teria um papel importante na formação de novo cemento. Os 

autores relatam um aspecto morfológico de mineralização mais evidente, 

indicando que esta foi mais acelerada, além de elevados níveis de 

expressão de alguns genes que indicam o processo de mineralização 

(sialoproteína óssea, fosfatase alcalina e osteocalcina) por parte das 

células que foram tratadas com um meio de condicionamento de 

odontoblastos e com extrato de proteínas de dentina, atuando este como 

estímulo à mineralização da dentina29. 

Podem ser vistas também em nossos resultados algumas diferenças 

de expressão de RNAm pelos tipos celulares avaliados para quase todos 
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os genes quando as células encontravam-se sobre o substrato de dentina 

com aplicação tópica dos fatores de crescimento bFGF e BMP-7, isolados 

ou associados. Não houve, porém, influência marcante do substrato 

(plástico tratado para cultura, dentina com ou sem condicionamento ácido) 

na expressão constitutiva (não estimulada) de nenhum dos genes-alvo, 

exceto por discreto aumento na expressão de Fn por células do estroma 

ósseo cultivadas sobre dentina não condicionada. 

A condição da superfície do substrato de dentina é outro fator que 

pode exercer interferência direta no processo regenerativo pois, uma vez 

que esta superfície deverá ser repovoada adequadamente pelos tipos 

celulares responsáveis pela regeneração, é necessário que haja condições 

favoráveis à aderência celular e que também tal condição influencie de 

forma positiva a expressão gênica relacionada à neoformação dos tecidos 

de interesse. Muitos estudos sugerem que a modificação desta superfície 

por meio de condicionamento ácido radicular com diversas substâncias 

causa alterações que favorecem a exposição de fibras colágenas, adesão 

de células sanguíneas, entre outras, tornando então o meio mais propício à 

regeneração do periodonto6, 33. Uma das possíveis vantagens do 

condicionamento ácido da superfície radicular é o fato de a 

desmineralização da dentina e a consequente exposição de fibras 

colágenas facilitar a adsorção dos fatores de crescimento à superfície 

dentinária18, 64, 69. 
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Este favorecimento à retenção dos fatores de crescimento foi 

também demonstrado em nosso estudo. Os resultados do experimento 

para quantificar a liberação de fatores de crescimento para o meio de 

cultura mostram que quando não havia espécimes de dentina, foram 

detectadas concentrações mais altas de bFGF no meio de cultura nos 

períodos iniciais, com rápida redução da concentração após o período de 

30 minutos. Já quando havia espécimes de dentina que não foram 

condicionados com ácido cítrico, o perfil de liberação mostrou-se inverso, 

sendo as concentrações mais altas detectadas nos períodos subseqüentes, 

e indicando que houve retenção dos fatores de crescimento por parte da 

dentina. Esta retenção foi visivelmente maior pela dentina previamente 

condicionada com o ácido cítrico, pois se observa maior quantidade de 

bFGF liberado para o meio nestas amostras, a qual foi maior desde o 

período inicial, sendo ainda mais alta nos períodos seguintes. As maiores 

concentrações de bFGF foram detectadas quando passadas 4 horas de 

sua aplicação, tanto em amostras de dentina condicionadas como nas não 

condicionadas, o que sugere que este, uma vez retido, foi sendo liberado 

progressivamente para o meio de cultura durante as horas seguintes à 

aplicação.  

A liberação de BMP-7 também mostrou diferenças após o 

condicionamento radicular. Sem os espécimes de dentina, as maiores 

quantidades detectadas deste fator de crescimento, foram aos 30 e 60 

minutos, diminuindo após este período, enquanto em presença de dentina 
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não condicionada a liberação diminuiu progressivamente. Já quando os 

espécimes de dentina tiveram condicionamento ácido prévio, a 

concentração detectada no meio aumentou a cada período avaliado, 

atingindo o pico de liberação 2 horas após a aplicação tópica de BMP-7. 

Não encontramos estudos semelhantes na literatura, impossibilitando a 

comparação direta destes resultados; no entanto, podemos sugerir que 

estes achados indicam uma maior retenção de bFGF e BMP-7 pela dentina 

previamente modificada pelo ácido cítrico.  

É possível ainda que o condicionamento ácido prévio da dentina 

tenha interferido de alguma forma na modulação da expressão gênica dos 

tipos celulares avaliados. Notamos alguns padrões ou tendências na 

modulação da expressão dos genes-alvo que apresentamos em tópicos a 

seguir para facilitar a interpretação e discussão dos dados: 

a) Sem alteração da expressão gênica após o condicionamento 

ácido em relação à expressão constitutiva: 

- Não houve modulação importante na expressão de nenhum dos 

genes-alvo avaliados em fibroblastos do ligamento periodontal (mPDL); 

- A expressão de fibronectina e Runx2 pelos cementoblastos 

(OCCM) também não foi alterada; 

- A expressão de fibronectina por células do estroma ósseo 

(UAMS32) não foi influenciada.  

b) Expressão gênica aumentada na presença de bFGF, porém não 

alterada com aplicação de BMP-7. Em presença do substrato de dentina a 
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expressão do gene-alvo foi diminuída independentemente do 

condicionamento ácido: 

- Apenas a expressão de colágeno 1-alfa1 pelos cementoblastos 

seguiu este padrão. 

c) Expressão gênica aumentada na presença de bFGF, e não 

alterada com aplicação de BMP-7, no entanto o condicionamento ácido 

prévio da dentina parece ter elevado os níveis de expressão do gene-alvo: 

- A expressão dos genes colágeno 1-alfa1 e Runx2 pelas células do 

estroma ósseo seguiram este padrão. 

Há relatos na literatura de diferentes alterações celulares após 

condicionamento radicular, como alterações morfológicas e alterações na 

densidade celular. Silvério et al.55 encontraram maior densidade e adesão 

de fibroblastos do ligamento periodontal quando em contato com amostras 

de dentina que haviam sido condicionadas com EDTA 24% durante 3 

minutos, após aplicação de bFGF em diferentes concentrações55.Os 

mesmos autores observaram ainda alterações morfológicas nas células 

avaliadas por microscopia eletrônica de varredura devido à aplicação de 

bFGF, independentemente do condicionamento químico prévio. Alterações 

quimiotáticas também já foram observadas por Terranova, Wikesjö60; após 

condicionamento dos espécimes de dentina com cloridrato de tetraciclina, 

foi observado um aumento da quimiotaxia, também em fibroblastos do 

ligamento periodontal64. 
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Por outro lado, foi verificado por Belal et. al4 em 2012, o efeito da 

aplicação de EDTA e/ou PDGF na proliferação e adesão de mPDL a raízes 

de dentes humanos, sendo observado nesse estudo que o 

condicionamento ácido com EDTA associado à aplicação de PDGF 

proporcionou adesão celular mais elevada em comparação com o 

condicionamento químico apenas. No entanto, não houve efeito sinérgico 

entre o condicionamento ácido radicular e o tratamento com o fator de 

crescimento, pois PDGF aplicado topicamente mostrou ter efeito tanto 

isoladamente quanto associado ao condicionamento prévio com EDTA4. 

Os resultados deste estudo precisam ser considerados à luz de suas 

limitações. No estudo da liberação dos fatores de crescimento, a detecção 

pelo ensaio ELISA não implica, necessariamente, que o polipeptídeo do 

fator de crescimento detectado encontra-se íntegro e/ou com sua atividade 

biológica preservada. Utilizamos linhagens celulares contínuas originárias 

de camundongo, as quais podem não representar exatamente o 

comportamento biológico de células humanas primárias. A modulação da 

proliferação celular pelos diferentes substratos e mediadores biológicos 

utilizados ainda não foi avaliada, e o fato de se tratar de linhagens celulares 

contínuas também exige cautela na interpretação dos resultados devido a 

possíveis diferenças no ciclo celular em comparação à células primárias. A 

avaliação da modulação da expressão dos genes-alvo apenas em nível de 

RNAm é outra limitação, uma vez que os níveis de RNAm detectados 
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podem não ser diretamente correspondentes à produção das respectivas 

proteínas.  

A seleção dos genes-alvo avaliados neste estudo procurou incluir 

genes de interesse para a neoformação de tecido conjuntivo mineralizado e 

não mineralizado, mas não podemos especular sobre possíveis efeitos em 

outros genes também relevantes para os processos de reparo e 

regeneração. Finalmente, a modulação da expressão gênica foi avaliada 

em um único período de 24 h, representativo da situação de equilíbrio entre 

a síntese e degradação de RNAm (“steady-state”), porém não podemos 

excluir a possibilidade de efeitos marcantes na expressão dos genes-alvo 

terem ocorrido antes de 24 horas ou os que poderiam ter ocorrido em 

períodos posteriores. 

Com estas limitações da abordagem experimental utilizada em 

perspectiva, podemos resumir os achados principais deste trabalho: fatores 

de crescimento aplicados topicamente sobre a dentina apresentam 

retenção e pico de liberação 2 horas após a aplicação; o condicionamento 

da dentina com ácido cítrico favoreceu a retenção dos fatores de 

crescimento aplicados topicamente; os três tipos celulares avaliados 

respondem diferentemente a uma mesma condição experimental 

(substrato/fator de crescimento); e a aplicação tópica dos fatores de 

crescimento sobre a dentina atenuou os efeitos dos mesmos fatores 

utilizados diretamente no meio de cultura, sendo esta atenuação menos 

marcante em amostras previamente condicionadas com ácido cítrico. 
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7 CONCLUSÃO 
 
 
 

Considerando a metodologia utilizada e os resultados encontrados, 

pode-se concluir que: 

1) bFGF foi um indutor mais potente da expressão dos genes-alvo 

e, portanto, teve ação anabólica mais potente do que BMP-7, nos 

três tipos celulares avaliados;  

2)  O condicionamento da dentina com ácido cítrico 25% durante 3 

minutos aumentou de forma marcante a retenção dos fatores de 

crescimento aplicados topicamente;  

3) A modulação dos genes-alvo em resposta à aplicação tópica de 

bFGF e BMP-7, isolados ou em associação, foi variável segundo 

o tipo celular considerado; 

4) Sobre os diferentes substratos sobre os quais foram cultivadas 

as células, com ou sem o condicionamento ácido prévio,  não 

houve influência marcante na expressão dos genes-alvo 

considerados. 
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