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RESUMO 
 

O objetivo deste trabalho foi investigar a influência do fator idade sobre o 

comportamento e expressão gênica de células do ligamento periodontal (CLPD), e quais alterações 

o tratamento com fator de crescimento básico de fibroblastos (bFGF) pode induzir nestas 

populações celulares. Culturas primárias de CLPD foram obtidas e divididas nos seguintes grupos 

experimentais: A – inclusos (células obtidas de terceiros molares inclusos de voluntários entre 18 e 

30 anos de idade), B – jovens (células obtidas de pré-molares erupcionados de voluntários entre 15 

e 20 anos de idade), C – idosos (células obtidas de dentes erupcionados de voluntários acima de 60 

anos de idade), D – grupo A submetido ao tratamento com 10ηg/ml de bFGF, E – grupo B submetido 

ao tratamento com 10ηg/ml de bFGF e F – grupo C submetido ao tratamento com 10ηg/ml de bFGF. 

Foram realizados ensaios de proliferação e viabilidade celular, mineralização, quantificação dos 

níveis de proteína total e do padrão de expressão dos seguintes genes: Colágeno tipo I e III, 

metaloproteinase (MMP)-2 e -8, inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP)-1 e –2, fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF)-1, proteína morfogenética óssea (BMP)-3, bFGF, 

osteoprotegerina (OPG), receptor ativador do fator nuclear kβ ligante (RANKL), interleucina (IL)-1β, 

IL-4, IL-6, IL-8 e receptor de fator de crescimento de fibroblasto (FGFR) 1 por meio da técnica de 

“real-time” PCR (PCRq). A análise dos resultados demonstrou que a idade diminuiu a taxa de 

proliferação celular e a formação de nódulos minerais (P<0,05), enquanto que não se observou 

efeito significativo da idade sobre a viabilidade celular e quantidade total de proteína secretada 

(P>0,05). Já na análise de expressão gênica observou-se que a idade diminuiu significativamente os 

níveis de RNAm para colágeno tipo I e IL-4, enquanto que para os genes FGFR1, MMP-8, TIMP-1, 

OPG e IL-1β e 6, observou-se um aumento nos níveis de RNAm (P<0,05). O tratamento com 

10ηg/ml de bFGF aumentou a taxa proliferativa em todos os grupos (P<0,05), entretanto com menor 

intensidade nas células de idosos (P<0,05). Já a formação de nódulos minerais foi inibida pelo fator 

crescimento em todos os grupos experimentais (P<0,05), enquanto que a viabilidade celular e 

quantidade total de proteína secretada não foram afetadas (P>0,05). Na avaliação do padrão de 

expressão gênica, os resultados demostraram que o tratamento com bFGF, diminuiu nos níveis de 

RNAm para todos os genes (P<0,05), com excessão da TIMP-1 e  IL-8 que aumentaram (P<0,05), 
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BMP-3 que aumentou nas células de jovens e diminui nas células de idosos (P<0,05), e PDGF-1 que 

não foi afetada (P>0,05). Dentro dos limites do estudo, podemos concluir que: i) foi possível 

estabelecer culturas primárias de células do ligamento periodontal obtidas de pacientes jovens e 

idosos, ii) a idade pode modular propriedades importantes das CLPD, diminuindo seu potencial de 

regeneração de estruturas minerais além de exacerbar características pró-inflamatórias e de 

degradação da matriz extracelular e iii) o tratamento com 10ηg/ml de bFGF induz alterações 

similares no comportarmento de CLPD independentemente da idade do doador. 

 

Palavras-chave: envelhecimento, periodonto, reparo, células do ligamento periodontal 
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ABSTRACT 
 

 

The aim of this study was to investigate the effect of aging on periodontal ligament cells 

(PDLC), modulated by the treatment with bFGF. Primary periodontal ligament cell cultures were 

obtained and divided into the following experimental groups: A – impacted (cells from impacted 

molars from subjects aged 18 to 30 years), B – young (cells from erupted pre-molars from subjects 

aged 15 to 20 years), C – aged (cells from erupted teeth from patients aged more than 60 years), D – 

group A treated with 10ηg/ml of bFGF, E – group B treated with 10ηg/ml of bFGF and F – group C 

treated with 10ηg/ml of bFGF. For all groups, we performed proliferation and cell viability assays, 

mineralization assay, total protein quantification and assessed mRNA levels of: type I and III 

collagen, MMP-2 e -8, TIMP-1 e –2, PDGF-1, BMP-3, bFGF, OPG, RANKL, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8 and 

FGFR 1 utlizing the “real-time” PCR technique. Data analysis demonstrated that aging negatively 

influenced cell proliferation and mineral nodule formation (P<0.05), while cell viability and total protein 

secretion were not affected (P>0.05). Gene expression analysis revealed that aging decreased 

mRNA levels of collagen type I and IL-4, and increased mRNA levels of FGFR1, MMP-8, TIMP-1, 

OPG and IL-1 and 6 (P<0.05). Treatment with 10ηg/ml of bFGF significantly increased cell 

proliferation for all groups (P<0.05), however with a less impact on aged cells (P<0.05). In addition, 

cell viability and total protein secretion were not affected by bFGF (P>0.05), while mineral nodule 

formation was significantly inhibited (P<0.05). Finally, gene expression analysis demonstrated that 

bFGF decreased mRNA levels of all genes (P<0.05), except for TIMP-1 and IL-8 that were increased 

(P<0.05), PDGF-1 that was not affected (P>0.05) and BMP-3 that was increased in young cells and 

decreased in aged cells (P<0.05). Within the limits of our study, we may conclude that: i) it was 

possible to esblish primary cultures of PDLC obtained from young and aged donors, ii) aging 

modulates important features of periodontal ligament cells (PDLC), decreasing the potential for 

regeneration of mineralized tissues and favoring a pro-inflammatory and degenerative profile and iii) 

treatment with 10ηg/ml of bFGF leads to similar PDLC behavioral alterations despite of the donor 

age. 

Key Words: aging, periodontium, repair, periodontal ligament cells 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O organismo é capaz de substituir células lesadas ou mortas promovendo o reparo dos 

tecidos por meio de dois mecanismos distintos: regeneração e fibroplasia ou fibrose. Vários fatores 

podem interferir na qualidade e adequação do reparo dos tecidos. Alguns têm influência local como 

infecções, corpos estranhos além do tamanho e da localização da ferida (Robbins et al., 1999). 

Outros têm ação sistêmica como nutrição, fumo, diabetes e a idade (Kornman & Robertson, 2000). 

Com o aumento da população idosa, o esclarecimento de mecanismos básicos do envelhecimento 

tem tido grande importância na pesquisa médica (Abiko et al., 1998). Durante o processo de 

envelhecimento ocorre um aumento natural na degradação do RNAm de alguns genes, provocando 

mudanças na sua expressão durante a proliferação e diferenciação celular. Estes genes são de 

diferentes classes funcionais incluindo genes do ciclo celular, de fatores de crescimento, citocinas e 

matrix extracelular (Brewer, 2002). Ocorre também um aumento no acúmulo de células senescentes 

nos tecidos, levando não somente a uma diminuição do número de células funcionais, como também 

a importantes alterações ambientais devido a secreção de citocinas e metaloproteinases que afetam 

a estrutura tecidual (Campisi, 2005). Além disso, existe uma menor sensibilidade a agentes 

estimuladores de diferenciação, podendo diminuir a capacidade de regeneração e renovação dos 

tecidos (Schlessinger & Van Zant, 2001). 

Os fibroblastos são uma das principais células envolvidas nos processos de reparo 

responsáveis pela síntese, organização e manutenção estrutural do tecido conjuntivo (Grinnell, 

2003). Entretanto, com a idade ele diminue seu metabolismo, apresentando um retículo 

endoplasmático pouco desenvolvido e se tornam células quiescentes levando a diminuição na sua 

mobilidade, quimiotaxia, migração e proliferação (Pieraggi et al., 1985; Albini et al., 1988; Pienta & 

Coffey,1990; Bruce & Deamond, 1991; Reed et al., 2001). Estudos utilizando o envelhecimento in 

vitro, demonstraram ainda uma redução nos níveis de fator de crescimento transformador (TGF) -β e 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) além da diminuição da expressão de receptores 

para fatores de crescimento (Bauer et al., 1986; Ashcroft et al., 1997a e 2002). Alterações 

importantes também ocorrem na remodelação de colágeno, ocorrendo um aumento na expressão de 

colagenases (metaloproteinase (MMP) -2 e -9) e uma diminuição na expressão de seus inibidores 
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(inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP) -1 e -2 (Ashcroft et al., 1997b e 1997c). Conforme sua 

passagem em cultura ocorre, estas células perdem a capacidade de se replicar, sendo portanto, 

consideradas células senescentes (Hayflick, 1965) além de haver um aumento na quantidade de 

células apoptóticas (Mammone et al., 2006) demonstrando um aumento nos níveis de morte celular 

programada por meio de fragmentações específicas de DNA.  

Embora diversas evidências sugiram um menor potencial regenerativo em indivíduos 

com idade avançada (Van de Kerkhof et al., 1994), as informações no campo da regeneração 

periodontal são limitadas. Van der Velden (1984) sugeriu que mudanças relacionadas ao 

envelhecimento do periodonto como a diminuição da atividade mitótica e a redução na produção de 

matriz orgânica e quantidade relativa de colágeno solúvel, podem levar a um desenvolvimento 

inflamatório mais acentuado e retardar os processos de reparo periodontal (Stahl & Tonna, 1977; 

Paunio, 1969). Além disso, o reparo ósseo em defeitos periodontais pode ser prejudicado pelo 

envelhecimento, com uma menor extensão e densidade (proporção de tecido mineralizado) do 

tecido ósseo neoformado em fenestrações periodontais criadas cirurgicamente (Benatti et al., 2006). 

O comportamento de CLPD senescentes tem sido investigado na maioria das vezes 

pelo sistema de envelhecimento in vitro, que consiste em induzir o envelhecimento celular por meio 

de seguidas passagens da cultura de células (Abiko et al., 1998). Estes estudos demonstram que 

sob estímulo (lipopolissacarídeos), existe um aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias 

importantes no processo de remodelação óssea como as interleucinas (IL)-1β e -6, e prostaglandina 

(PGE)-2 (Ogura et al., 1994; Okamura et al., 1999). Além disso, observa-se uma diminuição nos 

níveis de fosfatase alcalina, e alterações na fagocitose e formação de colágeno, indicando que com 

o tempo, o periodonto se torna mais catabólico (Goseki et al., 1996; Lee & McCulloch, 1997). 

Entretanto, alguns estudos sugerem que o envelhecimento celular in vitro, não necessariamente 

corresponde ao envelhecimento in vivo. As mudanças observadas com o tempo em cultura podem 

representar tanto uma instabilidade fenotípica quanto à seleção de uma subpopulação destas 

células, ao invés das reais alterações decorrentes da idade (Mochizuki et al., 1999). 

Estudos realizados com culturas primárias de doadores idosos confirmam que a 

senescência de CLPD traz alterações funcionais significativas como a diminuição na capacidade de 

divisão celular e proliferação, além de uma menor secreção de proteínas ósseas como cisteína, 

osteopontina e osteocalcina importantes na modulação da atividade osteoclástica e da síntese óssea 
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e de matriz extracelular (Korn, 1975; Shiba et al., 2000; Sawa et al., 2000). Ocorre ainda, um 

aumento na quantidade de cicloxigenase (COX)-2 e na produção de PGE2 a partir dos 35 anos de 

idade (Mayahara et al., 2007) que pode estar relacionada a aceleração na reabsorção óssea alveolar 

em movimentações ortodônticas em adultos e possivelmente durante a progressão das doenças 

periodontais. Entretanto, informações sobre o comportamento e a expressão de genes relacionados 

à regeneração periodontal, em CLPD obtidas de doadores idosos, ainda não está bem caracterizada 

na literatura. 

O fator de crescimento de fibroblasto básico (bFGF) é um membro da família dos fatores 

ligados a heparina, sendo um potente fator mitogênico e quimiotático para células endoteliais, 

condrócitos, células musculares, osteoblastos e fibroblastos (Thomas & Gallego, 1986; Baird & 

Walicke, 1989). Acredita-se que ele seja um fator de crescimento de competência, ou seja, induz 

células em repouso (G0) a entrar no ciclo celular (G1)(Caffesse & Quiñones, 1993). Uma vez que a 

utilização de bFGF está estabelecida in vitro e in vivo como uma potente moduladora da resposta de 

células do ligamento periodontal (Blom et al., 1994; Takayama et al., 2001), esta se constitui em um 

importante instrumento para a avaliação do padrão de resposta destas células.  

Diante do exposto acima os objetivos do presente estudo foram: i) estabelecer uma 

cultura primária de CLPD isoladas de doadores jovens e idosos; ii) avaliar o comportamento e 

expressão gênica de CLPD obtidas de doadores idosos e jovens e iii) avaliar o comportamento e 

expressão gênica destas populações celulares frente ao tratamento com bFGF na concentração de 

10ηg/ml. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  
 

2.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DO ENVELHECIMENTO   

 As manifestações somáticas do envelhecimento são geralmente bem evidentes e 

facilmente observáveis, porém pouco se sabe sobre a origem desse fenômeno, havendo muita 

discordância quanto á verdadeira natureza e dinâmica do processo (Carvalho-Filho & Alencar, 

1994). Por se tratar de um processo comum a praticamente todos os seres vivos, o envelhecimento 

deveria ter suas bases fisiológicas melhor conhecidas, porém a maior parte do que se sabe hoje é 

fruto de pesquisas recentes, respondendo não só aos profissionais interessados, mas também as 

necessidades geradas pela explosão demográfica da população de gerontes (Jacob-Filho & Souza, 

1994).  

 Considerando o envelhecimento como um processo gradual, cumulativo e irreversível, 

suas conseqüências deveriam ser causadas por fatores universais (Bayne, 2000).  Dentre as 

reações biológicas relacionadas ao envelhecimento que ocorrem espontaneamente e causam 

danos, está o stress oxidativo de radicais livres que causa o acúmulo de danos fisiológicos e 

patológicos por meio de da oxidação de proteínas e lipídeos. Elas perdem sua integridade catalítica 

e estrutural e são preferencialmente hidrolisadas (Stadtman, 2001) além de formar produtos não 

degradáveis como a lipofuscina que ficam acumulados no citoplasma (Brunk & Terman, 2002).  

Outro processo que ocorre em todos os tipos celulares é a glicolização não-enzimática de proteínas, 

que quando degradadas produzem produtos secundários e carbonilas insaturadas, que se ligam e 

polimerizam com ácidos nucléicos e aminas formando uma espécie de “lixo biológico” (Bayne, 2000). 

Essa ligação e denaturação de proteínas podem causar o endurecimento de proteínas estruturais, e 

danos a proteínas funcionais que perdem sua capacidade antioxidante, de reparo de DNA, além de 

afetar processos essenciais como metabolismo celular, fornecimento de energia e homeostaisis  (Yin 

& Chen, 2005). As alterações intracelulares que ocorrem em células senis também afetam o DNA. O 

telômero, uma sequência de nucleotídeos responsável pela proteção e estabilidade da porção final 

dos cromossomos durante sua replicação, vão ficando mais curtos com a passagem de cada ciclo 

celular. O mecanismo natural de defesa do telômero, constituídos por moléculas que reparam 

quebras em fitas duplas de DNA,  também são alteradas com o envelhecimento (Ju et al., 2006). 
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Este “encurtamento” têm sido relacionado a senescência celular, pois leva ao acúmulo de danos a 

fita dupla de DNA, além de afetar sua estabilidade. 

 Esses fenômenos intracelulares característicos do envelhecimento se traduzem em 

inúmeras alterações físicas em todo o organismo do idoso. Com relação à composição e forma do 

corpo, os idosos começam a perder estatura a partir dos 40 anos, devido principalmente a 

alterações vertebrais (Atkinson, 1969). Já o crânio, as orelhas e o nariz tendem a crescer. Existe 

ainda um aumento no tecido adiposo e uma diminuição no teor total de água provavelmente devido à 

diminuição de células e da massa consumidora de oxigênio nos tecidos, sendo um aspecto muito 

importante na farmacocinética de idosos, que também sofrem uma redução de cerca de 10% a 20% 

no metabolismo basal, diminuindo suas necessidades calóricas diárias. A tolerância à glicose se 

altera, criando dificuldades no diagnóstico do diabetes (Myhre & Kessler, 1966). As células adiposas 

começam a invadir tecidos não-adiposos como o fígado, aumentando a porcentagem de gordura no 

organismo (Cree et al., 2004). Num estudo longitudinal observando idosos por 10 anos, foi 

observado um aumento médio de aproximadamente 1 Kg de gordura tanto para homens como para 

mulheres, que constratou com um declínio no tamanho das coxas e braços e na espessura da pele 

(gordura subcutânea), indicando uma possível redistribuição da gordura para a área visceral 

(Hughes et al., 2004).  

A pele de indivíduos idosos sofre muitas alterações estruturais e funcionais, não só por 

fatores inerentes ao envelhecimento, mas também por fatores ambientais (exposição ao sol) por se 

tratar do pricipal tecido de proteção do organismo. A espessura da pele dos idosos tende a diminuir, 

devido a uma retração das cristas epiteliais resultando em uma união mais plana entre a epiderme e 

a derme, que tem como conseqüência uma menor capacidade de resistência durante a distribuição 

de forças e maior facilidade de romper após um trauma (Hull & Warfel, 1983). A irrigação diminui 

principalmente em regiões muito vascularizadas como dedos e lábios, além de haver uma menor 

vasodilatação e/ou vasoconstrição quando expostas a variações de temperatura (Tolino & Wilkin, 

1988). O colágeno tipo I, que corresponde a aproximadamente 70-80% do peso seco da derme, tem 

sua expressão, solubilidade e espessura diminuídas (Gniadecka et al., 1994). Além disso, a 

organização desta proteína começa a possuir uma orientação mais desorganizada formando fibras 

mais frouxas, juntamente com um aumento significativo na quantidade de colágeno tipo III, que é 

normalmente abundante em tecidos de granulação (Waller & Maibach, 2006). A resiliência da pele 
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também é afetada pois, apesar de haver um aumento na quantidade e na extensão das fibras de 

elastina a partir dos 40 anos de idade, elas possuem quantidades anormais de lipídeos e 

carboidratos que prejudicam sua elasticidade (Escoffier et al., 1989).  

 O envelhecimento causa inúmeras mudanças no tecido ósseo. O balanço entre 

neoformaçâo e reabsorção é alterado, causando uma involução na arquitetura do tecido (Kloss & 

Gassner, 2006). Esse desequilíbrio parece ser causado não por um aumento no número de 

osteoclastos, mas sim por uma maior inatividade osteoblástica e um menor número de osteócitos, 

diminuindo a neoformação óssea e mineralização da matriz osteóide (Qiu et al., 2002). Sendo assim, 

o tecido ósseo se torna com o tempo, mais poroso, com um número maior de lacunas de osteócitos 

vazias e canais de Harvers mineralizados (Chan & Duque, 2002). Essas mudanças afetam 

principalmente o osso medular diminuindo a densidade óssea trabecular, entretanto também 

ocorrem reabsorções ósseas na camada endocortical, só que numa velocidade mais lenta (Riggs et 

al., 2004). Outra importante alteração que favorece a reabsorção óssea em idosos é o declínio na 

produção de estrógeno tanto em homens quanto em mulheres. Este hormônio funciona como 

protetor do tecido ósseo inibindo os efeitos do paratormônio na ativação de osteoclastos, além da 

produção de citocinas pró-inflamatórias com IL-1 e fator de necrose tumoral (TNF) (Chan & Duque, 

2002). Por fim, existe um declínio generalizado na retenção de proteínas da matriz óssea, como por 

exemplo, a osteocalcina e as proteínas ósseas morfogenéticas que são secretadas por osteoblastos 

e desempenham um papel importante nas interações entre células e matriz óssea (Kloss & Gassner, 

2006).  

O tecido muscular de idosos também sofre alterações significativas coma idade. O peso 

do músculo diminui, com fibras brancas e vermelhas em degeneração que são substituídas por 

tecido conjuntivo (Ermini, 1976), e sarcômeros mais desorganizados e com filamentos de miosina 

mais finos (Herndon et al., 2002). A partir da quarta década de idade, existe um declínio na área 

muscular e no número de fibras musculares (Lexell et al., 1992), levando á músculos com menos 

força e com uma menor capacidade de captar oxigênio, causando fadiga muscular com mais rapidez 

e com menos esforço (Proctor & Joyner, 1997). O músculo cardíaco, considerado um orgão pós-

mitótico, ou seja, com baixa capacidade de renovação celular, também sofre alterações como a 

perda de miócitos, que diminui a sua capacidade de responder a alterações no fluxo ventricular, 

levando a uma menor performance e maior índice de doenças no miocárdio (Anversa & Olivetti, 
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2002). Embora o músculo cardíaco aumente de tamanho, o número e volume de miócitos diminuem, 

havendo uma progressão no débito cardíaco e uma diminuição na freqüência cardíaca (Lakatta & 

Levy, 2003). 

 Após os 25 anos de idade, apesar de manter para o resto da vida sua capacidade de 

exercer sua principal função de fazer as trocas gasosas, o sistema respiratório começa a perder 

performance. Primeiramente, ocorre uma perda de elasticidade estática dos pulmões, devido a 

calcificações nas cartilagens dos ossos da cavidade torácica e uma diminuição nos espaços entre os 

discos vertebrais (Janssens et al., 1999). Essas alterações na caixa torácica também ajudam a 

diminuir a força dos músculos respiratórios, com perdas de até 25% na força gerada pelo diafrágma 

(Polkey et al., 1997). Alterações no pulmão também ocorrem, como no tecido conjuntivo que 

apresenta fibras colágenas mais estáveis e menos organizadas e ainda com a presença de uma 

pseudoelastina (Janssens et al., 1999). Após os 50 anos, ocorre uma degenaração em parte da 

elastina presente nos brônquios e alvéolos pulmonares, alterando sua dilatação e levando a um 

quadro conhecido como enfisema senil (Edge et al., 1984). 

 

2.2 INFLUÊNCIA DO ENVELHECIMENTO NO REPARO DOS TECIDOS 

 Mudanças específicas relacionadas ao envelhecimento no sistema imuno-inflamatório 

que podem afetar o reparo dos tecidos incluem alterações na adesão celular, migração e respostas 

funcionais, que levam a uma excessiva resposta inflamatória e degradação de matriz orgânica. O 

macrófago, uma das principais células responsáveis pela resposta imune inata, possui sua adesão e 

migração aumentada com a idade (Iiyama et al., 1992), possivelmente devido a um declínio na 

expressão do fator inibidor de migração de macrófagos (MIF), considerado um fator central na 

regulação da inflamação e reparo dos tecidos (Hardman et al., 2005). Este declínio na função dos 

macrófagos pode contribuir para o pior reparo em animais velhos: ratos jovens que sofreram uma 

injeção subcutânea com soro anti-macrófago apresentaram um retardo no fechamento de feridas, 

similar ao dos animais velhos (Cohen et al., 1987). O neutrófilo, outra célula que desempenha um 

papel central, principalmente no início da resposta inflamatória, também sofre alterações como a 

idade. Células obtidas de doadores idosos, demonstraram aderência a fibras de nylon aumentada 

após os 60 anos, particularmente em mulheres (Silverman & Silverman, 1977). Estudos in vitro têm 

relatado ainda, que apesar do maior número de neutrófilos, ocorre uma redução na sua capacidade 

7 



de fagocitose e quimiotaxia, além de uma diminuição na sua diapedese devido a menor 

permeabilidade vascular (Butcher et al., 2001).  

Estudos in vivo têm proporcionado evidências que confirmam alterações na resposta 

inflamatória com a idade. Em modelos animais e humanos, um fluxo precoce de neutrófilos ocorre 

nas feridas de idosos, porém, com uma proporção de células maduras e imaturas alteradas (Ashcroft 

et al., 1998). Swift et al. (2001), relataram um retardo no aparecimento de células T em feridas de 

ratos velhos, com 37-43% de redução na sua capacidade fagocítica. Recentemente, também foi 

demonstrado que a produção das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF-α por células 

mononucleares de idosos é aumentada. 

A resposta imune adaptativa controlada principalmente por linfócitos T, também é 

afetada pelo envelhecimento. Tanto a medula óssea (responsável pelas células progenitoras), 

quanto o timo (responsável pela maturação destas células), sofrem alterações degenerativas, 

criando populações de células T com uma capacidade comprometida de responder a desafios 

antigênicos (Pawelec et al., 2001). Apesar de não haver um declínio na expressão dos receptores de 

antígenos em células T de idosos, sua re-expressão, necessária para uma resposta imune efetiva, 

cai significtivamente (Wakikawa et al., 1997). Além disso, a capacidade de células T de idosos de 

formar o complexo antígeno-anticorpo, e dentre as que formam o complexo, conseguem sinalizar 

adequadamente para o desenvolvimento dos mecanismos de defesa específicos, é 

aproximadamente 4 vezes menor do que em células T de jovens (Garcia & Miller, 2001). A resposta 

imune adaptativa também é afetada por meio  da redução na expressão de IL-2 pelas células T de 

idosos. Esta citocina pró-inflamatória está intimamente ligada à expansão de clones de célula T e a 

resposta imuno-inflamatória Th1. A redução de sua expressão provoca um desequilíbrio entras as 

respostas Th1 e Th2. Na tentativa de compensar esta redução na expressão de citocinas pró-

inflamatórias pelas células T, o sistema imune inato começa a produzir mais citocinas Th1 como IL-1 

e IL-6, levando a um estágio conhecido como “Inflammaging”, que se torna ainda mais acentuada 

em idosos que possuem alguma patologia (Fulop et al., 2006). 

 Os fibroblastos desempenham um papel importante no reparo dos tecidos, que na sua 

fase inicial é controlado por sinais heterotrópicos entre fibroblastos e células inflamatórias. Estas 

células também se tornam senis, e apesar de continuarem viáveis, elas param de proliferar e a 

responder a estímulos mitogênicos, provavelmente para se proteger de um processo de divisão 
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descontrolado (Hayflick, 1965). Existe ainda um declínio global em todos os aspectos na mobilidade 

de fibroblastos humanos em doadores idoso (Pienta & Coffey, 1990), sendo o soro sanguíneo de 

pacientes entre 60 e 64 anos inibitório para a migração de fibroblastos pulmonares (Kondo et al., 

1989). Uma relação inversa entre a idade do doador e a capacidade proliferativa de fibroblastos 

dérmicos também foi observada por Bruce & Deamond (1991), ocorrendo ainda alterações 

importantes na migração, função de integrinas e organização do seu citoesqueleto (Reed et al., 

2001). A resposta de fibroblastos da pele ao ferimento in vitro, demonstra um retardo na abilidade de 

se restabelecer uma camada confluente com o aumento da idade do doador (Muggleton-Harris et al., 

1982). A produção de metaloproteinases  como MMP- 2 e 9, está aumentada em feridas de idosos 

(Ashcroft et al., 1997b), podendo aumentar a destruição de colágeno, associada à uma elevada 

produção na quantidade de elastase derivada de neutrófilos, levando a excessiva quebra de 

fibronectina em humanos idosos (Herrick et al., 1996).  

Durante a fase de remodelação tecidual, que ocorre por meio  da síntese, degradação, 

reorganização e estabilização de colágeno pelos fibroblastos, também é afetada pela idade. Estudos 

recentes in vitro afirmaram que ocorre uma desregulação na atividade proteolítica, com menores 

níveis de proliferação, e um aumento na atividade de colagenase e expressão do RNAm para 

colagenase em indivíduos velhos (Khorramizadeh et al., 1999). Em 1968, Halasz observou que 

feridas que ocorrem em idosos, possuem índices de rompimento maiores além de adquirem  

resistência mais devagar quando comparadas com animais jovens, podendo resultar num aumento 

na incidência de infecções e complicações médicas entre idosos. 

 A angiogênese, outro importante fenômeno que ocorre durante o reparo dos tecidos é 

retardada e alterada com a idade. Existe uma diminuição na densidade capilar da vascularização 

pré-exististente, atingindo níveis 40% menores na neoformação vascular em tecidos de idosos 

(Reed & Edelberg, 2004). Os vasos envelhecidos perdem sua capacidade de dilatar inibindo a 

passagem de sangue para o tecido isquêmico, causada em parte pela redução na expressão de 

endotelina 1 (Tschudi & Luscher, 1995).  A produção de trombospondina, um componente 

extracelular importante durante a angiogênese, ocorre em células obtidas de jovens, mas é 

praticamente ausente em idosos (Kramer et al., 1985). Por fim, a expressão do fator de crescimento 

endotelial (EGF), um componente crítico  tanto na angiogênese fisiológica quanto patofisiológica, é 
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diminuída no seu estado basal e após injúrias aos tecidos envelhecidos (Ferrara & Gerber, 2001). 

   

2.3 CARACTERÍSTICAS GERAIS DO ENVELHECIMENTO DO PERIODONTO  

Com a idade, algumas mudanças podem ocorrer nos principais tecidos do periodonto: 

Epitélio – Muitas mudanças ocorrem no epitélio oral com o envelhecimento, começando por um 

afinamento do epitélio (Shklar, 1966) e queratinização diminuída (Papic & Glickman, 1950).  Wentz 

et al. (1952), observaram ainda, um aumento na altura das pregas epiteliais, assim como na  

presença de papilas do tecido conjuntivo. Além disso, o epitélio oral possui uma maior densidade 

celular, porém sem alterações morfológicas (Ryan et al., 1974). Com relação ao tempo necessário 

para a regeneração do epitélio oral de idosos, alguns estudos indicam que a atividade mitótica 

aumenta (Toto et al., 1975), e outros que ela diminui (Karring & Löe, 1973), possivelmente por 

diferenças metodológicas na avaliação dos tecidos. O sulco gengival também pode sofrer mudanças 

mesmo na ausência de biofilme dental. Sashima et al. (1991) observaram um aumento no 

comprimento do epitélio juncional, acompanhado de uma diminuição na altura da crista gengival sem 

a formação de bolsa gengival, levando assim, a um aumento da recessão gengival. Alterações 

importantes relacionadas as células de Langerhans (CL), situadas na camada espinhosa do epitélio, 

e que representam uma importante linha de defesa intraepitelial por capturarem o antígeno e 

apresentarem as células T nos nódulos linfáticos também ocorrem. Existe uma diminuição na 

densidade de CL, que também apresentam dendritos mais curtos e com menos prolongamentos 

citoplamáticos. Estas alterações sugerem uma deterioração celular que limita a capacidade destas 

células de previnir a invasão de antígenos (Zavala & Cavicchia, 2006).  

Tecido conjuntivo – O ligamento periodontal de indivíduos jovens é bem organizado e estruturado, e 

com a idade, o número de fibras e células diminui e sua estrutura se torna mais irregular (Severson 

et al., 1978). Alguns estudos demonstraram que a atividade mitótica e  produção de matriz orgânica 

são reduzidas (Stahl & Tonna, 1977), havendo uma diminuição na quantidade de colágeno solúvel, e 

assim, aumentando sua temperatura de contração. A velocidade na renovação de colágeno também 

diminui, entretanto assim como em jovens, ela ocorre em maior quantidade nos terços apical e 

cervical devido a demandas funcionais, e do lado do osso que é um tecido mais dinâmico do que o 

cemento (Oehmke et al., 2004). Estas alterações na estrutura e produção de colágeno por células do 

PDL envelhecidas, podem ser explicadas pela hipermetilação da região promotora do gene que 
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expressa colágeno 1, que leva ao bloqueio na expressão do gene e consequente diminuição na 

produção da proteína (Ohi et al., 2006). Finalmente, Haim & Baumgärtel (1968) relataram um 

aumento no número de fibras elásticas e uma diminuição no número de restos epiteliais de 

Malassez. Com relação a microvascularização do ligamento, apesar de haver um aumento na 

densidade de vasos por mm2, ela ocorre em grande parte devido à diminuição na área do ligamento 

periodontal e não pelo aumento no número de vasos. Ocorre ainda uma diminuição nas 

anastomoses de cada vaso, reduzindo sua área de irrigação e possivelmente a difusão sanguínea 

pelo tecido (Sims et al., 1996). 

Cemento – Com a idade o cemento aumenta em espessura com uma tendência a uma maior 

aposição na região apical e lingual, provavelmente devido à erupção passiva que envolve a 

reinserção de fibras entre o cemento e o ligamento periodontal (Severson et al., 1978). Logo após a 

formação cementária, ocorrem normalmente a morte e envelhecimento de cementócitos, devido à 

rápida redução no acesso a substâncias nutritivas, além de uma baixa capacidade em liberar 

metabólitos celulares. Também foi observado que com a idade, a formação cementária se torna 

essencialmente acelular, com áreas de reabsorção e aposição, provocando uma irregularidade 

aumentada na sua superfície (Severson et al., 1978). Entretanto, características relacionadas a 

presença de proteínas não-colágenas como proteoglicanas e glicoseamonoglicanas (i.e.- 

condroitina, fibromodulinas, lumicanas) não parecem ser afetadas pela idade (Ababneh et al., 1999), 

apesar de alterações estruturais e quantitativas serem esperadas. 

Osso Alveolar – Assim como todos os outros tecidos conjuntivos, o osso alveolar sofre mudanças 

com a idade. A superfícies e inserção de fibras periodontais do osso alveolar se tornam irregulares e 

a placa cribiforme perde em espessura (Ive et al., 1980). Além disso, o osso que inicialmente é 

formado por um trabeculado imaturo, se torna um osso lamelar denso, com um aumento no número 

de lamelas intersticiais (Severson et al., 1978). Utilizando material de autópsia, Stahl et al. (1977) 

concluíram que a camada osteogênica do alvéolo possui um número menor de células e sugerem 

que ela tem menor capacidade de proliferação, porém, coberta por uma camada ativa de 

osteoblastos. O fator importante que sugere um menor capacidade regenerativa é o aumento 

signativo nas lacunas de Howship, que poderia diminuir a fonte de células necessárias para a 

neoformação óssea (Jäger, 1996). Entretanto a influência da idade sobre o processo alveolar ainda 
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gera muita discussão, pela grande variedade entre indivíduos e entre diferentes regiões dos 

maxilares (von Wowern, 2001). 

Placa – Em relação a influência da idade na composição do biofilme dental, Kleinberg et al. (1971) 

observaram que em adolescentes ela possui uma menor quantidade de cálcio e fósforo, 

provavelmente pela diferença na concentração destes sais na saliva. Alguns estudos observaram 

um maior acúmulo de placa em indivíduos velhos, provavelmente devido a um maior índice de 

retrações gengivais e alterações fisiológicas na composição da saliva. Além disso, não houve 

diferenças na atividade de dextranos, sucrase e amilase. Entretanto, a atividade de levanos e 

contagem viável de microrganismos foi maior nos indivíduos jovens, sugerindo que a composição do 

biofilme dental é qualitativamente diferente entre jovens e idosos (Holm-Pedersen et al., 1980). 

Resposta do hospedeiro – O biofilme dental pode estar presente por anos antes que o epitélio 

juncional comece a migrar apicalmente. Além disso, o início e progressão da doença periodontal 

varia muito entre indivíduos, e existem algumas evidências que sugerem que estas diferenças 

também podem ocorrer com a idade.  Num estudo de Matsson (1978) foi relatado que após indução 

de gengivite experimental, os níveis de exsudato e sangramento gengival eram maiores nos 

indivíduos velhos, mostrando que a inflamação dos tecidos periodontais se desenvolveu mais 

rapidamente neles e sugerindo uma resposta imunológica comprometida. Este fenômeno confirma 

as conclusões de Löe et al. (1978), de que se a doença periodontal está presente, a velocidade de 

sua destruição aumenta após os trinta anos. Entretanto Van der Velden et al. (1985) observaram que 

pacientes mais jovens com a mesma quantidade de comprometimento periodontal que pacientes 

mais velhos, são mais susceptíveis ao desenvolvimento da doença, e que um possível efeito da 

idade é sobreposto pelos diferentes níveis de susceptibilidade destes indivíduos. 

 

2.4 INFLUÊNCIA DO ENVELHECIMENTO NO REPARO DOS TECIDOS PERIODONTAIS 

 Estudos utilizando animais velhos mostraram um menor reparo nos tecidos 

periodontais, principalmente no tecido conjuntivo (Tonna & Stahl, 1973). Em outro estudo realizado 

em humanos avaliando a cicatrização de biópsias da região vestibular da gengiva, foi demostrado 

que a cicatrização era mais rápida em jovens, e que nos velhos o tecido gengival não regenerava 

completamente (Holm-Pedersen & Löe, 1971). Já Abbas et al. (1984), observaram que após 

tratamento cirúrgico em pacientes de diferentes idades, com a mesma quantidade de destruição 
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periodontal, o tempo de cicatrização foi maior nos jovens devido a maior susceptibilidade ao 

desenvolvimento da doença, ou seja, o efeito da idade foi novamente sobreposto pela 

susceptibilidade à doença. Recentemente, Engeland et al. (2006), avaliaram a influência da idade e 

do sexo na cicatrização da mucosa oral. Foram avaliados 212 pacientes entre 18 e 88 anos, após a 

criação de uma ferida de 3,5mm de diâmetro por 1,5mm de profundidade. Após 2 dias as feridas dos 

pacientes jovens (até 35 anos), já era menor do que entre os velhos (acima de 55 anos). Entre 5 e 7 

dias, o número de pacientes completamente cicatrizados também foi superior entre os jovens, 

independentemente do sexo dos pacientes. 

 Alguns estudos in vitro vêm tentando compreender quais os mecanismos que estariam 

envolvidos na influência da idade sobre o reparo dos tecidos periodontais. Goseki et al. (1996), 

avaliaram em CLPD, a influência do envelhecimento in vitro sobre a produção de fosfatase alcalina, 

catepsina e colágeno, que tem papel importante no reparo dos tecidos periodontais. Os autores 

abservaram que a atividade de fosfatase alcalina e secreção de colágeno reduziram 

significativamente com o envelhecimento, sugerindo um comportamento catabólico do ligamento 

periodontal, que pode influenciar negativamente durante o reparo destes tecidos. 

 A caracterização da expressão fenotípica de fibroblastos gengivais obtidos de doadores 

idosos foi avaliada por Solmi et al. (1996), em células obtidas de indivíduos periodontalmente 

saudáveis e com periodontite. O potencial de proliferação, área celular e adesão dos fibroblastos 

gengivais não foi alterado pela presença de doença periodontal e idade, provavelmente porque o 

ambiente destas células é continuamente humidificado pela saliva, que sempre contém fatores de 

crescimento, inclusive na senescência. 

 A capacidade de proliferação de CLPD obtidas de doadores idosos também foi avaliada 

por Nishimura et al. (1997), por meio de citometria de fluxo. Além disso, também foram avaliadas a 

capacidade de replicação destas células e a expressão de c-fos que é um fator essencial para 

proliferação celular. Os autores observaram que nas células dos idosos, a proliferação e replicação 

estava diminuída, e que não havia a expressão de c-fos, sugerindo que o ligamento periodontal mais 

fibrótico de idosos, pode ser a razão para uma menor capacidade de reparo, e que isto pode ocorrer 

devido a um acúmulo progressivo de células senis nestes tecidos. 

 Na tentativa de compreender como o envelhecimento celular pode afetar o reparo do 

tecidos periodontais, Abiko et al. (1998) realizaram uma série de ensaios in vitro. Primeiramente 
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fibroblastos gengivais e do ligamento periodontal foram envelhecidos in vitro com subcultivações, 

depois foram isoladas células de pacientes com Síndrome de Down e de pacientes idosos e por 

último foram obtidas células osteoblásticas da calvária de ratos. As células foram tratadas com 

lipopolissacarídeos e forças cíclicas. Os resultados demonstraram que as células envelhecidas 

produziram uma maior quantidade de mediadores como PGE- 2, IL-1ß e 6, e sugeriram que a idade 

pode ser um fator importante durante a progressão e reparo da doença periodontal. Mayahara et al. 

(2007) confirmaram estes resultados mostrando que culturas primárias de células do PDL de idosos, 

expressam mais COX-2 e produzem mais PGE2 quando submetidas a compressão, com o ponto de 

conversão por volta de 35 anos de idade. 

 A produção de osteocalcina, uma proteína óssea importante para manutenção dos 

tecidos periodontais, por células do ligamento periodontal senis foi avaliada por Sawa et al. (2000). 

Os resultados mostraram que a produção da proteína era diminuída nestas células, e que em células 

jovens ela estava aumentada quando as células eram estimuladas, sugerindo um envolvimento na 

sua atividade motótica. 

 As proteínas ricas em cisteína (SPARC) têm um papel importante durante os processos 

de reparo e mineralização. Já a osteoprotegerina (OPG) está associada com a inibição de 

maturação, atividade e sobrevivência de osteoclastos. Shiba et al. (2000) avaliaram a expressão e a 

habilidade proliferativa destas proteínas em CLPD obtidas de idosos. Os resultados demonstraram 

que os níveis de SPARC aumentaram com a idade, enquanto os de OPG permaneceram 

inalterados. Os autores concluíram que estas alterações podem estar relacionadas ao metabolismo 

do ligamento periodontal e influenciar seu reparo através de uma menor proliferação destas células. 

 As CLPD osteogênicas também sofrem senescência, independentemente da idade do 

doador. Num estudo de Sawa et al. (2004), avaliaram a produção de fosfatase alcalina por células 

senis e observaram que existe uma redução na expressão desta proteína, podendo alterar sua 

habilidade de induzir calcificação. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

Os objetivos do presente estudo foram: 

1. Estabelecer uma cultura primária de CLPD isoladas de doadores jovens e idosos; 

2. Avaliar comparativamente o comportamento e expressão gênica de CLPD obtidas de 

doadores idosos e jovens; 

3. Avaliar comparativamente o comportamento e expressão gênica de CLPD obtidas de 

doadores idosos e jovens frente ao tratamento com bFGF na concentração de 10ηg/ml. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 CARACTERÍSTICAS DA AMOSTRA 

Para este estudo foram selecionados 9 indivíduos periodontalmente saudáveis, em 

tratamento nas clínicas de graduação e pós-graduação da Faculdade de Odontologia de Piracicaba 

– UNICAMP e no Centro de Especialidades Odontológicas da Prefeitura Municipal de Piracicaba. De 

acordo com os critérios de inclusão estabelecidos participaram do estudo pacientes dentados ou 

parcialmente edêntulos (com pelo menos 14 dentes naturais), desde de que não apresentassem 

evidências de modificadores sistêmicos da doença periodontal (osteoporose, diabetes e tabagismo) 

e tenham tomado antibióticos, antiinflamatórios ou terapia hormonal. Foram excluídas ainda da 

amostra mulheres grávidas ou lactantes. Foram ainda excluídos os pacientes que não estivessem 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 - CFO 179/93. A Tabela 1 ilustra as características demográficas 

dos voluntários incluídos no estudo. 

Os indivíduos selecionas foram submetidos a anamnese, exame clínico, periodontal e 

radiográfico, e categorizados nos seguintes grupos experimentais: A – inclusos (composto por 

células extraídas de terceiros molares inclusos de 3 voluntários entre 18 e 30 anos de idade), B – 

jovens (composto por células extraídas de pré-molares completamente erupcionados e em função 

com extração indicada por motivos ortodônticos de 3 voluntários entre 15 e 20 anos de idade) e C – 

idosos (composto por células extraídas de dentes completamente erupcionados e em função com 

extração indicada por motivos protéticos de 3 voluntários acima de 60 anos de idade), D – grupo A 

submetido ao tratamento com 10ηg/ml de bFGF, E – grupo B submetido ao tratamento com 10ηg/ml 

de bFGF e F – grupo C submetido ao tratamento com 10ηg/ml de bFGF . Para todos os ensaios foi 

utilizada uma mesma linhagem celular obtida de um elemento dentário de cada paciente. 
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Tabela 1 - Características demográficas do grupo de voluntários a partir dos quais culturas primárias de células do 
ligamento periodontal foram estabelecidas e utilizadas em todos os ensaios 

 

C – idosos64masculinoS.E.A.

C – idosos73masculinoM.P.A.

C – idosos61femininoM.C.D.

B – jovens19masculinoB.F.J.

B – jovens15femininoC.W.

B – jovens20femininoA.P

A – inclusos19masculinoM.C.O

A – inclusos18masculinoT.F.Q

A – inclusos20femininoL.F.P.

GRUPOIDADEGÊNEROPACIENTE

C – idosos64masculinoS.E.A.

C – idosos73masculinoM.P.A.

C – idosos61femininoM.C.D.

B – jovens19masculinoB.F.J.

B – jovens15femininoC.W.

B – jovens20femininoA.P

A – inclusos19masculinoM.C.O

A – inclusos18masculinoT.F.Q

A – inclusos20femininoL.F.P.

GRUPOIDADEGÊNEROPACIENTE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 CULTURAS PRIMÁRIAS DE CÉLULAS DO LIGAMENTO PERIODONTAL 

 A cultura primária de CLPD foi obtida tendo como base a técnica descrita por 

Somerman et al. (1988). Imediatamente após a extração, os dentes foram acondicionados em um 

tubo tipo Falcon (15 ml) contendo 5 ml de meio de biópsia [Dulbecco´s Modified Eagle Médium 

(DMEM), soro fetal bovino (FBS) a 10%, 250μg/ml de sulfato de gentamicina, 5μg/ml de anfotericina 

B, 100μg/ml de estreptomicina e 100U/ml de penicilina (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, 

USA)]. Em seguida os dentes foram lavados cinco vezes no meio de biópsia, e sobre uma placa de 

petri esterelizada (100X20mm), o ligamento periodontal do terço médio foi removido gentilmente com 

uma cureta tendo sua extremidade de corte romba para evitar a remoção de lascas de cemento e 

dentina. O tecido foi cortado em pequenos pedaços e transferidos para um prato de cultura de 

células de 60X15 mm (contendo 1ml de meio de biópsia). O tecido foi então incubado em estufa 

umidificada a 37°C em atmosfera saturada em 5% de CO2. No dia seguinte, o meio de biópsia foi 

trocado por 1ml de um meio de cultura padrão composto por DMEM, FBS a 10%, 100g/ml de 

estreptomicina e 100U/ml de penicilina. 
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 Após as células atingirem confluência, o que ocorria entre 15 e 20 dias após o início do 

experimento, o meio de cultura era removido, as células resuspendidas em uma solução de Tripsina 

0,25% e EDTA 2,21mM (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA) e transferidas para 

frascos de cultura T-75 para que ocorresse a expansão destas em cultura (primeira passagem 

celular). A troca do meio de cultura ocorreu a cada 3 dias, com a adição de 10ml de meio de cultura 

padrão. Após a expansão nos frascos as células eram novamente resuspensas em tripsina e 

congeladas a -70°C para posterior utilização nos experimentos. Todos os ensaios foram realizados 

em triplicata e utilizando células entra a segunda e quinta passagens. 

 

4.3 ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE CELULAR 

As células foram semeadas em triplicata em placas de cultura celular de 35mm a uma 

densidade de 2X104 células por poço em meio contendo DMEM, FBS a 10%, 100μg/ml de 

estreptomicina e 100U/ml de penicilina (Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA), sendo 

então incubadas em estufa umidificada a 37°C em atmosfera saturada em 5% de CO2 por 24 horas. 

O meio foi então removido e as células lavadas com tampão fosfato salino (PBS - Gibco BRL, life 

technologies, Rockville, MD, USA),e foi então adicionado DMEM contendo apenas 100μg/ml de 

estreptomicina e 100U/ml de penicilina e sem a adição de FBS por 48 horas (“cell starvation”). Este 

período é necessário para que todas as células entrem em quiescência (fase do ciclo celular em que 

não há mitose), e também para que não ocorra um efeito residual do FBS a 10% utilizado para 

semear as células, já que existe uma grande quantidade de fatores de crescimento nele que podem 

se sobrepor aos efeitos do bFGF avaliados no ensaio. O meio foi então removido (dia 0) e  as células 

tratadas com meio contendo DMEM, FBS a 1% (a baixa concentração de FBS é necessária para que 

possíveis efeitos do bFGF não sejam mascarados), 100μg/ml de estreptomicina e 100U/ml de 

penicilina com ou sem a adição de bFGF (10ηg/ml), sendo o meio trocado a cada três dias (Figuras 1 

e 2). Nos dias 2, 4 e 8,  o meio de cultura foi removido, as células resuspensas com 1ml de uma 

solução de Tripsina 0,25% e EDTA 2,21mM, incubadas a 37°C por 5 minutos, sendo 1ml de meio de 

cultura com FBS adicionados ao prato de cultura após este período (o meio com FBS é utilizado para 

neutralizar o efeito da tripsina sobre as células). O número de células e a viabilidade celular foram 

obtidos respectivamente por meio da utilização de um hemocitômetro e da técnica de azul de tripano. 
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Brevemente, quantidades iguais de amostra e de azul de tripano foram adicionadas a um tubo de 

ensaio e homogeinizados por 5 minutos. Em seguida uma alíquota de 6µl foi levada ao 

hemocitômetro e o número de células era contado. As células sem coloração eram consideradas 

viáveis e as que apresentavam coloração azul eram consideradas não-viáveis (a membrana celular 

de células não-viáveis está rompida permitindo a entrada do corante dentro da célula). O número de 

células obtido era então utilizado para calcular o número total de células viáveis e não-viáveis da 

amostra.  
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                          Figura 1 - Delineamento experimental do ensaio de proliferação e viabilidade celular 

  

 

A B 

 

 

 

  

 

 

Figura 2 - Fotomicrografia de células do ligamento periodontal. As células foram semeadas, 
passaram por 2 dias de privação de FBS para se tornarem quiescentes, e só então eram tratadas 
(A) ou não (B) com bFGF (10ηg/ml). (Magnificação: 10X) 
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4.4 ENSAIO DE MINERALIZAÇÃO 

As células foram semeadas em quadriplicata em placas de 20 poços a uma densidade 

de 2X104 células por poço em meio contendo DMEM, FBS a 10%, 100μg/ml de estreptomicina e 

100U/ml de penicilina, sendo então incubadas em estufa umidificada a 37°C em atmosfera saturada 

em 5% de CO2. Antes das células entrarem em confluência o meio foi removido e as células lavadas 

em PBS, com a adição de DMEM contendo apenas 100μg/ml de estreptomicina e 100U/ml de 

penicilina e sem a adição de FBS, e incubadas por 48 horas, como descrito anteriormente. O meio 

foi então trocado (dia 0) e  as células cultivadas por 28 dias em DMEM contendo a) FBS a 1%, b) 

FBS a 5%, c) FBS 5% e FGF (10ηg/ml), d) FBS 5% e suplemento para mineralização (50µg/ml de 

ácido ascórbico e 10mM de β-glicerol fosfato) e e)  FBS 5% , FGF (10ηg/ml) e suplemento para 

mineralização (50µg/ml de ácido ascórbico e 10mM de β-glicerol fosfato). O meio era trocado a cada 

três dias (Figura 3). A fim de se determinar à formação de nódulos minerais foi realizado o ensaio 

Von Kossa como descrito em Bancroft & Stevens (1990). O meio de cultura foi removido, a placa 

lavada com tampão fosfato salino (PBS - Gibco BRL, life technologies, Rockville, MD, USA) em 

temperatura ambiente e as células fixadas com etanol 100% (1ml por poço) por 30 minutos em 

temperatura ambiente. Em seguida as células foram re-hidratadas em concentrações decrescentes 

de etanol (100% até 50%, 5 minutos cada), e lavadas em água destilada por duas vezes. Depois 

foram lavadas em uma solução de AgNO3 5%, e incubadas a 37°C no escuro por 1 hora. As células 

foram lavadas quatro vezes em água destilada e expostas à luz até que o mineral escureça 

(aproximadamente 24 horas). Em paralelo, a fim de se quantificar o padrão de formação de minerais, 

a técnica de coloração por alizarina vermelha (Sigma, St Louis, MO, USA) foi utilizada. As células 

foram lavadas com PBS e fixadas em etanol 70% gelado por pelo menos 1 hora. O etanol foi 

aspirado e as células lavadas com água para remover o etanol remanescente. A cada poço foi 

adicionada 1ml de uma solução de alizarina vermelha (40Mm - pH 4,2) em temperatura ambiente por 

10 minutos sob agitação, as células foram então lavadas por cinco vezes com água a fim de remover 

a solução de alizarina vermelha, e 1ml de PBS será adicionado a cada poço por 15 minutos sob 

agitação a fim de reduzir coloração não específica. A placa  foi então fotografada antes do 

procedimento de descoloração dos nódulos para a análise quantitativa. Para promover a 

descoloração dos nódulos, foi adicionado 1ml de uma solução de cloreto de cetilperidina a 10% (pH 

7,0) por 15 minutos e as alíquotas desta solução submetidas a análise em um leitor de placas 
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utilizando-se uma curva padrão de diferentes diluições da solução de alizarina como referência para 

determinação da concentração das amostras num comprimento de onda de 562nm. O ensaio de 

mineralização foi realizado em dois tempos distintos com resultados similares. 
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                                Figura 3 - Delineamento experimental do ensaio de mineralização 

 

4.5 AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE RNAm POR MEIO DE PCRq 

4.5.1 Extração de RNA 

As células foram semeadas em triplicata em placas de cultura celular (60mm) a uma 

densidade de 5X104 células por placa em meio contendo DMEM, FBS a 10%, 100µg/ml de 

estreptomicina e 100U/ml de penicilina, sendo então incubadas em estufa umidificada a 37°C em 

atmosfera saturada em 5% de CO2 até atingirem sub-confluência. O meio foi então removido e as 

células lavadas com PBS, e foi então adicionado DMEM contendo apenas 100µg/ml de 

estreptomicina e 100U/ml de penicilina e sem a adição de FBS por 48 horas como descrito 

anteriormente. O meio foi removido, e as células tratadas com DMEM, FBS 1% (a baixa 

concentração de FBS é necessária para que possíveis efeitos do bFGF não sejam mascarados), 

50µg/ml de ácido ascórbico com ou sem bFGF (10ηg/ml) por 48 horas (Figura 4). A extração de 

RNA total foi realizada com o uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguindo as 

recomendações do fabricante. Brevemente, o meio de cultura foi aspirado (armazenado a -20°C 

para posterior análise dos níveis de proteína total – item 4.5) e as células lavadas com PBS em 

temperatura ambiente. Um mililitro do reagente Trizol® foi adicionado a cada prato de cultura sendo 

seu o conteúdo (células + reagente Trizol®) transferido para um tubo de polipropileno e incubado por 

5 minutos em temperatura ambiente. A cada tubo de polipropileno foi adicionado 0,2ml de 

clorofórmio (Merck, Frankfurt, Alemanha) sendo estes agitados cuidadosamente em “vortex”, 

incubados por 3 minutos em temperatura ambiente e centrifugado a 9500rpm por 15 minutos a 4°C. 

A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, ao qual foi adicionado 0,5ml de isopropanol (Merck, 
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Frankfurt, Alemanha), sofrendo agitação em “vortex” e incubado por 15 minutos em temperatura 

ambiente. Novamente os tubos foram centrifugados a 9500rpm por 15 minutos a 4°C. O precipitado 

foi lavado em etanol 75% gelado e seco a temperatura ambiente, com o tubo invertido sobre um 

papel de filtro. As amostras de RNA foram suspensas em água MiliQ livre de Rnase e então 

armazenadas a -70°C. Uma alíquota de 1μg (diluição 1:100) foi utilizada para a obtenção da 

concentração de RNA da amostras por meio de um espectrofotômetro. A integridade do RNA de 

todas as amostras foi então checada (Figura 5). 

 

                  

                                                                                   

                                    

                                      

                              Figura 4 - Delineamento experimental da extração de RNA 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Imagem ilustrativa do gel de eletroforese que comprova a integridade do RNA total de todas as 
amostras. A corrida era sempre realizada previamente à síntese de DNA complementar (cDNA) 
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4.5.2 Síntese de cDNA 

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 do DNA 

complementar (cDNA). 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 20µl. 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).  

 

4.5.3 Desenho dos “Primers” 

Os “primers” para GAPDH (gene de referência) colágenos tipo I e III, MMP-2 e 8, TIMP-1 

e 2, PDGF-1, BMP-3, bFGF, FGFR1, OPG, RANKL, IL-1, IL-4, IL-6 e IL-8 foram desenhados com o 

auxílio de um programa desenvolvido especificamente para desenhar “primers” para o LightCycler 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) (Tabela 2). Todos os “primers” foram verificados 

em relação a sua especificidade verificando a curva de Melting, e utilizando-se sempre controles 

positivos e negativos.  

 

4.5.4 Otimização das reações 

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

reações propriamente ditas. Concentrações variando 0,25 a 1µM de cada “primer” foram utilizadas 

para se determinar em quais condições a reação teria a melhor eficiência e maior especificidade. 

Condições essas sugeridas pelo fabricante do equipamento. 

 
 
4.5.5 Reações de PCRq 

 As reações de “real-time” PCR foram realizadas com o sitema LightCycler (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), utilizando-se o kit “FastStart DNA Master Plus 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 utililizando o programa do próprio fabricante 

(LightCycler Relative Quantification Software - Roche Diagnostics GmbH). GAPDH foi utilizado como 
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o gene de referência (normatização dos valores) por ser expresso por todos os tipos celulares e não 

ter sua expressão influenciada pela idade dos pacientes. Todas as amostras foram processadas em 

triplicata em dois tempos distintos com resultados semelhantes. 

 
4.6 ENSAIO PARA PROTEÍNA TOTAL SECRETADA 

Os meios de cultura obtidos a partir do experimento descrito acima (Item 4.4, extração 

de RNA) e armazenados a -20°C foram utilizados para a quantificação dos níveis de proteína total 

secretada utilizando-se o sistema “Protein assay” (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Brevemente, foram 

preparadas 5 diluições da solução padrão (globulina bovina) para a obtenção da curva padrão. Em 

seguida, a cada poço de um microprato foram adicionados 10μl da solução padrão e suas diluições, 

e das amostras dos meios de cultura coletados previamente. Foram então adicionados 200μl do 

reagente previamente preparado de acordo com as recomendações do fabricante. O microprato foi  

gentilmente agitado por 5 segundos e após 15 minutos as absorbâncias obtidas por meio de um 

leitor de micropratos utilizando-se um comprimento de onda de 595nm. As amostras foram 

processadas em triplicata em dois tempos distintos com resultados semelhantes. 

 
 
4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Uma vez obtidos os dados das triplicatas realizadas para todos os ensaios realizados, 

médias representativas de cada população foram submetidas a uma análise estatística usando um 

nível de significânca de 5%. Para análise intragrupo dos dados dos ensaios de proliferação foi 

utilizado o teste paramétrico ANOVA de medidas repetidas, e quando detectada diferença 

estatística, o teste paramétrico de Tukey foi utilizado para detectar a diferença. Já na análise 

intergrupo dos dados de proliferação celular, e para os dados de proteína total, mineralização e 

expressão gênica foi utilizado o teste paramétrico ANOVA dois critérios, e quando detectada 

diferença estatística, o teste paramétrico de Tukey foi utilizado para detectar a diferença. Para o 

ensaio de viabilidade celular, na análise intragrupo foi utilizado o teste não-paramétrico de Friedman, 

e para a análise intergrupo o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis. 
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Tabela 2 - Seqüência dos primers já desenhados e as respectivas Tm´s. Gapdh: Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; MMP: metaloproteinase; TIMP: inibidor tecidual de metaloproteinases; 
OPG: Osteoprotegerina; RANKL: Receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand; IL: Interleucina; 
FGFR: receptor para FGF; bFGF: Fator de crescimento básico de fibroblastos; BMP: Proteína óssea 
morfogenética; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas 
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5 RESULTADOS  
 

5.1 OBTENÇÃO DE CULTURAS PRIMÁRIAS DE CLPD 

Culturas primárias de CLPD foram obtidas com sucesso em aproximadamente 50% das 

biópsias. Nos casos de insucesso, os problemas ocorriam principalmente devido a instabilidade dos 

fragmentos de ligamento periodontal no prato de cultura de células. Nos casos de sucesso, as 

primeiras CLPD migravam para fora da biópsia entre 5 e 10 dias, e entre 15 e 20 dias já atingiam 

confluência e estavam prontas para fazer a primeira passagem. Analizadas sob um microscópio 

óptico, elas apresentavam uma morfologia de fibroblastos, com aspecto achatado e com 

prolongamentos citoplasmáticos alongados (Figura 6). 

 

 

A B 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Cultura de células derivadas do ligamento periodontal. (A) Um dia após serem semeadas 
mostrando seu aspecto alongado e com algumas expansões citoplasmáticas. (B) Aproximadamente 20 dias 
em cultura, atingindo confluência que variava de acordo com a idade do doador e tratamento. (Magnificação: 
A=20X, B=10X) 
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5.2 AVALIAÇÃO DO COMPORTAMENTO E EXPRESSÃO GÊNICA DE CLPD OBTIDAS DE 

DOADORES JOVENS E IDOSOS FRENTE AO TRATAMENTO COM bFGF (10ηg/ml)  

 

5.2.1 Proliferação e viabilidade celular 

Com o intuito de investigar a influência do fator idade na proliferação e viablidade celular 

de CLPD frente ao tratamento com bFGF, o número de células foi obtido utilizando-se a técnica do 

hemocitômetro, aos 2, 4 e 8 dias após as células serem semeadas. Também foi avaliada a 

proporção de células viáveis através do número de células que incorporavam azul de tripano. Com 

relação a proliferação celular, pudemos observar que na análise intragrupo, a idade diminuiu a taxa 

proliferativa, havendo um aumento significativo na proliferação celular aos 4 e 8 dias para os grupos 

A (inclusos) e B (jovens) (P<0,05), e somente aos 8 dias para o grupo C (idosos) (P<0,05). Após o  

tratamento com bFGF, apesar de aumentar a taxa proliferativa numericamente em todos os grupos 

experimentais, o padrão de resposta se manteve com maiores taxas proliferativas aos 4 e 8 dias 

para os grupos D e E (inclusos e jovens) (P<0,05), enquanto que o grupo F (idosos) teve sua taxa 

proliferativa aumentada 4 dias (P<0,05), o que não ocorreu sem a presença do fator de crescimento 

(grupo C) (P>0,05). Na análise intergrupo, aos 0 e 2 dias o número de células foi similar entre todos 

os grupos experimentais (P>0,05). Aos 4 e 8 dias, a proliferação celular foi maior no grupo B 

(P<0,01) quando comparados aos grupos A e C que por sua vez não apresentaram taxas 

proliferativas diferentes (P>0,05). Observou-se ainda que o aumento nas taxas proliferativas 

causado pela presença  do bFGF foi apenas númérico quando comparados ao grupo de mesma 

idade sem o fator de crescimento para as células jovens e controle (P>0,05). Entretanto elas foram 

maiores nas células jovens tratadas com bFGF (grupo E) quando comparadas aos outros grupos 

(P<0,05), e também nas células jovens sem bFGF (grupo B) quando comparadas aos outros grupos 

(P<0,05), com excessão das células controle com bFGF (grupo D) (P>0,05). Já as células controle 

sem bFGF (grupo A) e as células de idosos com e sem bFGF (grupos C e F) mostraram taxas 

proliferativas similares aos 4 e 8 dias (P>0,05).  Por fim, o fator idade e o tratamento com 10ηg/ml de 

bFGF não influenciaram a viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (P>0,05) 

(Figuras 7 e 8). 
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Figura 7 - Média e desvio padrão do número de células em todos os períodos e grupos experimentais. 
As células foram incubadas, tratadas ou não com bFGF, e contadas aos 2, 4 e 8 dias. A) inclusos; B) 
jovens; C) idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. (Células 
tratadas com FBS 1% e bFGF 10ηg/ml). As letras maiúsculas indicam a análise intragrupo e devem 
ser comparadas em linha, enquanto que as letras minúsculas indicam a análise intergrupo e devem 
ser comparadas em colunas (Anova e Tukey, α=0,05). Os resultados mostram uma maior e mais 
rápida proliferação celular nas células jovens e que o tratamento com bFGF aumentou as taxas 
proliferativas após 4 dias, com excessão das células obtidas de idosos (grupo F)  
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Figura 8 - Média e desvio padrão da % de células viáveis em todos os períodos e grupos experimentais. As 
células foram incubadas em FBS 1% por  2,4 e 8 dias e tratadas ou não com bFGF. A) inclusos; B) jovens; C) 
idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. Células tratadas com FBS 1% e 
bFGF 10ηg/ml.  Os resultados demonstram que a idade e o tratamento com bFGF não influenciaram a 
viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (Friedman e Kruskal-Wallis, α=0,05) 
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5.2.2 Proteína total secretada 

Para avaliar a quantidade total de proteína produzida pelas células, o meio de cultura 

utilizado para a avaliação da expressão gênica em todos os grupos experimentais foi removido, ou 

seja, as células estavam em cultura por 48 horas. A quantidade total de proteína presente no meio 

foi então medida pelo método de Bradford, que consiste na utilização de uma solução acídica que 

muda de cor ao se ligar com proteínas. Em nosso estudo, observou-se que a quantidade total de 

proteína produzida não foi influenciada pelo fator idade e nem pelo tratamento com bFGF em 

nenhum dos grupos experimentais (P>0,05) (Figura 9). 
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Figura 9 - Média e desvio padrão da quantidade total de proteína produzida pelas linhagens celulares dos grupos 
experimentais, após 48 horas de incubação com ou sem bFGF. A) controle; B) jovens; C) idosos; D) controle com bFGF; 
E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. Células tratadas com FBS 5% e bFGF 10ηg/ml. Não houve influência do 
fator idade e do tratamnto com bFGF na viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (Anova, α=0,05) 
 
 

5.2.3 Mineralização 

Para avaliar o potencial de formação de nódulos minerais pelas CLPD nós realizamos o 

ensaio utilizando o corante alizarina vermelha, que nos permitiu quantificar a formação de nódulos 

minerais medindo a absorbância liberada pelos nódulos corados.  Posteriormente nós utilizamos o 

ensaio de von Kossa, que nos permitiu localizar os depósitos de fosfato, avaliando seu tamanho e 

extensão. Nosso resultados confirmaram a necessidade de suplementar o meio de cultura das 
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células com meio específico para mineralização (50µg/ml de ácido ascórbico e 10mM de β-glicerol 

fosfato) para que as CLPD apresentassem a capacidade de formar os nódulos minerais (P<0,05). 

Pudemos observar ainda, o fator idade influenciou na formação de nódulos minerais, sendo que as 

células jovens formaram nódulos em maior número, extensão e tamanho quando comparados com 

as células de inclusos (P<0,05), e com as células de idosos (P<0,05), que mostraram apenas 

indícios da formação de nódulos minerais. Pudemos observar ainda, que o tratamento com bFGF 

(10ηg/ml) inibiu completamente a formação de nódulos minerais em todas as linhagens celulares, 

ficando estas similares as células sem suplemento para mineralização (P>0,05), e com menor 

formação de nódulos minerais do que as células jovens com suplemento para mineralização 

(P<0,05) (Figuras 10 e 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 10 - Fotomicrografias das CLPD coradas pelo método von Kossa, após 28 dias de incubação com e  
sem bFGF.  A) inclusos; B) jovens; C) idosos; D) inclusos com mineralização; E) jovens com mineralização, F) 
idosos com mineralização, G) controle com mineralização e bFGF, H) jovens com mineralização e bFGF e I) 
idosos com mineralização e bFGF . (Células tratadas com FBS 5%; mineralização = 50µg/ml de ácido 
ascórbico e 10mM de β-glicerol fosfato e bFGF = 10ηg/ml). Os resultados demonstram que o fator idade 
reduziu a formação de nódulos minerais e que o tratamento com bFGF inibiu esta formação 
independentemente da idade do doador. (Magnificação: 10X) 
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Figura 11 - Fotografias dos poços corados por alizarina vermelha, e média e desvio padrão da 
quantificação de cálcio corado por alizarina vermelha das linhagens celulares dos grupos 
experimentais, após 28 dias de incubação com e  sem bFGF. A) inclusos; B) jovens; C) idosos; 
D) inclusos com mineralização; E) jovens com mineralização, F) idosos com mineralização, G) 
inclusos com mineralização e bFGF, H) jovens com mineralização e bFGF e I) idosos com 
mineralização e bFGF . (Células tratadas com FBS 5%; mineralização = 50µg/ml de ácido 
ascórbico e 10mM de β-glicerol fosfato e bFGF = 10ηg/ml). Os resultados demonstram que o 
fator idade reduziu a formação de nódulos minerais e que o bFGF inibiu a formação de nódulos 
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que significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
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5.2.4 Expressão gênica 

Com o intuito de avaliar a influência do fator idade na expressão gênica de CLPD 

submetidas ao tratamento com 10ηg/ml de bFGF, os níveis de RNAm foram quantificados de forma 

relativa, utilizando a expressão do gene Gapdh como referência, por meio de PCR quantitativo em 

tempo real. Observou-se que o fator idade (C) diminuiu os níveis de RNAm para colágeno I e IL-4 

quando comparado aos grupos de inclusos (A) e jovens (B) (P<0,05); e RANKL e IL-1β quando 

comparado somente ao grupo de inclusos (A) (P<0,05). Por outro lado houve um aumento nos níveis 

de RNAm dos genes FGFR1, MMP-8, TIMP-1, OPG e IL-6 quando comparado aos grupos de 

inclusos (A) e jovens (B) (P<0,05); e IL-1β quando comparados somente ao grupo de jovens (B) 

(P<0,05) (Figuras 12-14). Após o tratamento com bFGF, observou-se uma diminuição nos níveis de 

RNAm de colágeno tipo I e III nas células de inclusos e de jovens quando comparados aos níveis 

basais (P<0,05), enquanto que nas células de idosos os níveis de RNAm ficaram similares (P>0,05). 

Com relação a expressão dos fatores de crescimento, os níveis de BMP-3 eram similares entre os 

grupos nos níveis basais (P>0,05), entretanto após o tratamento com bFGF, ocorreu um aumento 

nos níveis do fator nas células de inclusos e jovens tratadas com bFGF quando comparadas aos 

outros grupos (P<0,05). Já os níveis de RNAm de bFGF e de seu maior receptor FGFR1, foram  

diminuídos em todos os grupos experimentais após o tratamento com bFGF (P<0,05), enquanto que 

os níveis de PDGF-1 não foram afetados (P>0,05). Com relação a expressão de genes relacionados 

a degradação de matriz extracelular, o tratamento com bFGF levou a uma diminuição nos níveis de 

RNAm de MMP-2 entre as células de inclusos e de idosos (P<0,05), e de MMP-8 somente entre as 

células de idosos (P<0,05). Este aumento nos níveis de MMP’s foi acompanhado de um aumento 

nos níveis de um de seus maiores inibidores TIMP-1 e uma diminuição nos níveis de TIMP-2 

(P<0,05). Outra importante observação, foi a ausência de uma grande influência do bFGF na 

expressão dos fatores responsáveis pelo controle de diferenciação osteoclástica RANKL e OPG. 

Observou-se apenas uma diminuição nos níveis de OPG entre as células de inclusos (P<0,05), 

enquanto que nos outros grupos os níveis basais se mantiveram similares aos níveis após o 

tratamento com bFGF (P>0,05). Por fim, pudemos observar que o tratamento com bFGF diminuiu os 

níveis de RNAm do mediador anti-inflamatório IL-4 nas células controle, e do mediador pró-

inflamatórios IL-1β em todos os grupos experimentais proporcionalmente aos níveis basais (P<0,05), 
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enquanto que os níveis de IL-6 diminuiram nas células de idosos (P<0,05), e os de IL-8 aumentaram 

nas células de idosos (P<0,05) (Figuras 12-16). 
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Figura 12 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de colágeno. As 
CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença 
ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que o fator idade diminuiu os níveis 
de RNAm de colágeno tipo I e que o tratamento com o fator de crescimento diminuiu os níveis 
de RNAm de colágeno em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras 
significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

33 



1,58
1,27

0,86

2,09 2,03

0,59

0

1

2

A B C D E F

Gr upos

3

ac
abc

ab
b

c c

B
M

P-
3 

(m
R

N
A

/G
ap

dh
)

1,58
1,27

0,86

2,09 2,03

0,59

0

1

2

A B C D E F

Gr upos

3

ac
abc

ab
b

c c

1,58
1,27

0,86

2,09 2,03

0,59

0

1

2

A B C D E F

Gr upos

3

ac
abc

ab
b

c c

B
M

P-
3 

(m
R

N
A

/G
ap

dh
)

 

 

 

 

 

 

0,40

0,68

0,40

0,16
0,28

0,46

0

1

A B C D E F

Gr upos

PD
G

F 
(m

R
N

A
/G

ap
dh

)

0,40

0,68

0,40

0,16
0,28

0,46

0

1

A B C D E F

Gr upos

PD
G

F 
(m

R
N

A
/G

ap
dh

)

 

 

 

 

 

 

 

1,04 0,94

1,54

0,39 0,33
0,59

0

1

2

A B C D E F

Gr upos

a ab

a

b
b

b

bF
G

F
(m

R
N

A
/G

ap
dh

)

1,04 0,94

1,54

0,39 0,33
0,59

0

1

2

A B C D E F

Gr upos

a ab

a

b
b

b
1,04 0,94

1,54

0,39 0,33
0,59

0

1

2

A B C D E F

Gr upos

a ab

a

b
b

b

bF
G

F
(m

R
N

A
/G

ap
dh

)

 

 

 

 

 

 

1,36 1,52
2,09

0,95
0,70

1,38

0

1

2

3

A B C D E F

Gr upos

a a
b

cd
c

ad

FG
FR

1 
(m

R
N

A
/G

ap
dh

)

1,36 1,52
2,09

0,95
0,70

1,38

0

1

2

3

A B C D E F

Gr upos

a a
b

cd
c

ad
1,36 1,52

2,09

0,95
0,70

1,38

0

1

2

3

A B C D E F

Gr upos

a a
b

cd
c

ad

FG
FR

1 
(m

R
N

A
/G

ap
dh

) 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 13 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de 
crescimento. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido 
ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade 
aumentou os níveis de RNAm de FGFR1 e que o bFGF aumentou os níveis de BMP-3 nas 
células jovens e diminuiu os níveis de bFGF e FGFR1 em todos os grupos experimentais. 
Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
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Figura 14 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de 
degradação da matriz extracelular. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 
50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados 
demonstram que a idade aumentou os níveis de RNAm para MMP-8 e TIMP-1, e que o bFGF 
diminuiu os níveis de RNAm de MMP-2 e 8 e TIMP-2 e aumentou os níveis de TIMP-1. Médias 
com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
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Figura 15 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de 
regulação da osteoclastogênese e anti-inflamatórios. As CLPD foram incubadas por 48 horas 
com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os 
resultados demonstram a idade aumentou os níveis de RNAm de OPG e diminuiu os níveis de 
IL-4, e que bFGF não induziu alterações significativas nos níveis de RANKL e OPG, enquanto 
que os níveis do mediador anti-inflamatório IL-4 foram diminuidos proporcionalmente aos 
níveis basais em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras significam 
diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
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Figura 16 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de pró-inflamatórios. 
As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a 
presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade aumentou os 
níveis de IL-1β e 6, e que o bFGF induziu uma diminuição significativas nos níveis dos 
mediadores pró-inflamatório IL-1β em todos os grupos, e IL-6 nas células de idosos. Médias 
com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
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6 DISCUSSÃO  
 

O objetivo deste trabalho foi investigar a influência que o fator idade pode exercer sobre 

o comportamento de células do ligamento periodontal (CLPD), e quais alterações o tratamento com 

fator de crescimento básico de fibroblastos (bFGF) pode induzir nestas populações celulares. Em 

linhas gerais, nós pudemos observar que o fator idade diminui a taxa proliferativa e a formação de 

nódulos minerais em CLPD. Além disso, a idade parece modular o padrão de expressão gênica das 

CLPD para um estado mais catabólico, com uma diminuição nos níveis de RNAm para fatores 

produtores de matriz extracelular e um aumento nos níveis de RNAm para fatores degradadores de 

matriz orgânica e pró-inflamatórios. Já o tratamento com bFGF aumenta a taxa proliferativa das 

células, mesmo que de forma mais lenta nas linhagens celulares de idosos. Além disso, de forma 

indireta, parece reduzir a expressão de fatores pró-inflamatórios e de degradação da matriz 

causando um feedback negativo que reduz sua própria expressão e de seus receptores. Por outro 

lado, ele parece diminuir os níveis de RNAm de colágeno, além de inibir a formação de nódulos 

minerais, sugerindo haver um retardo na formação de matriz e subsequentemente, de diferenciação 

celular para um fenótipo capaz de produzir tecidos mineralizados. 

 

6.1 OBTENÇÃO DE CULTURAS PRIMÁRIAS DE CLPD DE DOADORES JOVENS E IDOSOS 

Nossos índices de sucesso (≈ 50%)  no estabelecimento de culturas primárias de CLPD 

pela técnica de explante, o tempo necessário para confluência e primeira passagem, além das 

características morfológicas fibroblásticas das células, estão de acordo com o protocolo 

estabelecido por Somerman et al. (1988). A maioria dos casos de insucesso ocorria devido a falta de 

estabilidade dos fragmentos de ligamento periodontal no fundo do prato de cultura, o que 

impossibilitava a aderência e migração das células a partir dos tecidos. Outras técnicas de 

isolamento que submetem a biópsia de ligamento periodontal a digestão por enzimas como a 

colagenase e dispase (Seo et al., 2004) são utilizadas com altos índices de sucesso, entretanto mais 

estudos são necessários para melhor discriminar se diferentes técnicas de isolamento influenciam 

no comportamento das CLPD.  
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A limitada capacidade de replicação de fibroblastos obtidos de variados tecidos vêm 

sendo amplamente utilizada como modelo para o envelhecimento biológico (Hayflick, 1965). O 

envelhecimento in vitro, preenche a descrição de senescência celular, pois a capacidade de 

proliferação celular é gradualmente perdida com as subcultivações ou passagens, assim como 

ocorre com células obtidas de doadores idosos, sugerindo um paralelo entre as duas situações. 

Sendo assim, este modelo se tornou atraente, pois provoca alterações que podem representar a 

senescência celular, com a vantagem de proporcionar o controle de variáveis experimentais com 

mais facilidade. Entretanto a relevância dos achados obtidos em inúmeros estudos que utilizaram o 

envelhecimento in vitro é controversa. A grande questão é se as alterações que observamos in vitro 

duplicam com fidelidade os acontecimentos que ocorrem in situ. A modulação da expressão de 

alguns genes in vitro, parece produzir um fenótipo celular alterado independentemente da 

proliferação, podendo sugerir que células em cultura são incapazes de atingir sua “real” 

diferenciação ou comportamento, provavelmente devido a ausência de sinalizadores no meio, ou 

incapacidade de processar estes sinais. Além disso, foi demonstrado que em fibroblastos da derme, 

o envelhecimento in vitro não se correlacionou necessariamente com a idade dos doadores quando 

a saúde dos pacientes foi controlada (Cristófalo et al., 2004). Ou seja, não existe fundamentação 

comprovada da relação entre o envelhecimento in vivo e in vitro, e apesar das inúmeras relevantes 

informações que este modelo trouxe acerca dos mecanismos biológicos do envelhecimento, sua 

utilização pode produzir resultados questionáveis. Tendo em vista a significante importância do 

ponto de vista clínico do melhor entendimento dos fenômenos que ocorrem nos tecidos periodontais 

em função da idade do paciente, o presente trabalho se propôs com sucesso a obter e comparar 

CLPD obtidas de doadores jovens (15-20 anos) com idosos (acima de 60 anos). Não se observaram 

diferenças em relação ao estabelecimento de cultura em função da idade do paciente. 

 

6.2 INFLUÊNCIA DO FATOR IDADE NA PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE CELULAR DE CLPD 

A proliferação das CLPD é considerada um fator importante para a regeneração 

periodontal, pela sua capacidade de se diferenciar nos diferentes tecidos periodontais (McCulloch & 

Melcher, 1983; Ten Cate, 1989). No presente trabalho, a idade diminuiu a taxa de proliferação 

celular. Os resultados obtidos corroboram com outros trabalhos que observaram este mesmo efeito 

deletério do fator idade na proliferação de CLPD (Nishimura et al,. 1997; Shiba et al., 2000). Essa 
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diminuição na capacidade proliferativa parece ocorrer devido á um menor número de células em 

ciclo de divisão celular e não por uma  duração prolongada de cada fase do ciclo. O fator de 

trancrição c-fos é essencial para proliferação celular, pois estimula a célula a sair da fase G1 do 

ciclo celular e entrar na fase S de duplicação celular. Ele pertence a família do AP-1, que inclui os c-

Fos (c-Fos, Fos B, FRA-1, Fra-2) e c-Jun (c-Jun, Jun B and Jun D). Esses fatores são ativados após 

a ativação de cascatas de sinalização intracelular, formando heterodímeros. A união Jun–Fos aos 

sítios AP-1 na região promotora/reguladora de genes estimula a proliferação e diferenciação celular 

(Karin, 1994). Células senescentes apresentam ausência ou grande diminuição na expressão do c-

fos, o que também ocorre em CLPD de idosos diminuindo sua capacidade proliferativa (Nishimura et 

al., 1997).  

Se por um lado, a senilidade celular impede a sua proliferação através da sua 

incapacidade de passar a fase G1 do ciclo celular e entrar em divisão celular, este mesmo 

mecanismo parece proteger as células de sofrer apoptose ou simplesmente morte celular, como 

demonstrado pela ausência de efeito da idade na viabilidade celular em nosso trabalho. O 

tratamento de fibroblastos senis com H2O2, conhecido como um grande indutor de apoptose celular 

por meio de danos causados ao DNA, parece não ter efeito em células senis principalmente em 

culturas que possuíam um grande número de células fora do ciclo celular, ou seja com baixo 

metabolismo (Sasaki et al., 2001). Outro mecanismo de resistência a apoptose observada em 

células senis está relacionado a inibição de fatores pró-apoptóticos muito importantes como as 

caspases, e a elevação na expressão de fatores anti-apoptóticos como o Bcl-2. As caspazes são 

proteases da família das cisteínas, que atuam na fase final da morte celular mediando a proteólise 

de proteínas celulares. Sua ativação ocorre por meio de autocatálise e/ou granzimas, que na 

mitocôndria, ocorrem em processos dependentes de ATP (ou seja, metabolismo celular) (Cohen, 

1997). Já a proteína Bcl-2 foi originalmente relacionada a oncogênese, entretanto sua principal 

função parece estar relacionada ao bloqueio da apoptose celular. Ela pertence a uma família de 

proteínas reguladoras de apoptose, que através da proporção de Bcl’s pró e anti-apoptóticas, são 

determinantes para a susceptibilidade das células a morte celular programada (Oltvai et al., 1993).  

De forma geral, estudos in vitro (Sasaki et al., 2001; Marcotte et al., 2004) demonstraram que 

fibroblastos senis (envelhecimento in vitro) mantêm seu arsenal de suporte aos mecanismos 

moleculares de viabilidade celular por meio da constante produção de Bcl-2, bem como, com a 
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inibição na produção de proteínas essenciais para a apoptose como a caspaze, criando um cenário 

de duas vias que as permite sobreviver a vários tipos de agressão. 

 

6.3 INFLUÊNCIA DO FATOR IDADE NA MINERALIZAÇÃO DE CLPD 

As CLPD sintetizam e mantêm uma série de matrizes de tecido conjuntivo, além de 

terem potencial para diferenciar-se em cementoblastos e osteoblastos, ou seja, possuem 

propriedades osteoblásticas incluindo a secreção de fosfatase alcalina e a capacidade de formar 

nódulos minerais em condições apropriadas (McCulloch & Melcher, 1983; Ten Cate, 1989; Nohutcu 

et al., 1997). Os resultados de nosso trabalho confirmam que as CLPD são capazes de produzir 

nódulos minerais in vitro, e que este fenômeno ocorre mesmo na ausência de dexametazona, 

considerada um potente estimulador de diferenciação osteoblástica, corroborando com os 

resultados obtidos por Nohutcu et al. (1997). Por outro lado, o fator idade diminuiu esta capacidade 

de mineralização. A formação de nódulos minerais ocorre após a fase inicial de proliferação celular, 

que após atingirem confluência, começam a produzir matriz colágena que depois dará suporte para 

a maturação das células com fenótipo osteoblástico. Isto ficou bem caracterizado quando neste 

mesmo trabalho, Nohutcu et al. (1997) demonstraram que há uma intensa expressão de colágeno I 

nos primeiros dias de proliferação, até aproximadamente o vigésimo dia, quando começam a 

aparecer os primeiros nódulos minerais e a expressão de colágeno I cai significativamente. Os 

resultados do presente estudo nos permitem sugerir então, que a menor capacidade de produção de 

nódulos minerais in vitro pelas CLPD obtidas de idosos pode estar relacionada a sua menor taxa de 

proliferação, que a impossibilita ou adia a criação das condições necessárias para a mineralização. 

A idade pode levar ainda, à uma diminuição na qualidade da matriz colágena, pois o colágeno, uma 

proteína altamente estável e de grande duração, tende a criar ligações não-enzimáticas com o 

tempo, principalmente com a glicose. Em tecidos não-mineralizados como o ligamento periodontal, 

essas ligações podem alterar as propriedades da matriz formada pelo tecido, diminuindo sua 

capacidade de mineralização (Knott & Bailey, 1998). Aliado á essas alterações, está o fato de que o 

presente trabalho mostrou claramente que os níveis basais de colágeno tipo I e III, ambos 

importantes no processo de formação de nódulos minerais estão mais baixos no grupo de células 

obtidas de doadores idosos. 
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6.4 INFLUÊNCIA DO FATOR IDADE NOS NÍVEIS DE RNAm PARA COLÁGENO E FATORES DE 

CRESCIMENTO DE CLPD 

A maturação da matriz extracelular é essencial para a diferenciação celular. Neste 

sentido, outra observação importante em nosso trabalho foi a diminuição na expressão de colágeno 

tipo I e III em função da idade. O colágeno, principalmente o do tipo I, é a principal proteína da matriz 

extracelular do ligamento periodontal, e a diminuição na sua expressão em CLPD de idosos já havia 

sido sugerida com modelos de envelhecimento in vitro e in vivo (Goseki et al., 1996; Takatsu et al., 

1999). Isto pode afetar a integridade estrutural do tecido e suas importantes funções na homeostase 

e regeneração do periodonto. Este declínio nos níveis de RNAm pode ser explicado em grande parte 

por um mecanismo que também ocorre com o envelhecimento em vários tecidos e genes, a 

hipermetilação. A metilação de citosina está intimamente ligada a supressão de expressão gênica, e 

o inverso, a demetilação, estimula a sua expressão (Takatsu et al., 1999). A expressão de colágeno 

também é modulada por este mecanismo, e foi demonstrado em culturas primárias de CLPD de 

jovens e idosos, que o gene COL1A1, responsável pela futura produção de colágeno, se torna 

hipermetilado com a idade (Ohi et al., 2006). 

Nossos resultados demonstraram ainda uma tendência numérica a haver menores 

níveis de BMP-3 e PDGF-1 nas células idosas quando comparadas com as células jovens, não 

ocorrendo um efeito claro da idade sobre a expressão destes fatores de crescimento. As 

informações com relação ao papel da BMP-3 sobre a mineralização de tecidos são controversas até 

o momento. Apesar de terem sido originalmente identificadas pela sua abilidade de formar osso 

após implantação em animais (Reddi & Cunningham, 1993), ela é a BMP mais abundante em tecido 

ósseo desmineralizado, atingindo até 65% do total (Wozney & Rosen, 1994). Além disso, Daluiski et 

al. (2001) observaram que a BMP-3 bloqueia a diferenciação de células osteoprogenitoras em 

osteoblastos, sendo que sua ausência (animais knock out), pode levar à uma produção 2X maior de 

osso trabecular, podendo ser considerada um marcador negativo de densidade óssea. Por esse 

motivo, especula-se que no periodonto, a BMP-3 pode ser um regulador negativo de mineralização, 

importante na manutenção do ligamento periodontal (Popowics et al., 2005), entretanto mais estudos 

são necessários para elucidar a relação entre a BMP-3, o fator idade e a biologia do periodonto. Já o 

PDGF, mais extensamente investigado, pode estimular células envolvidas no reparo periodontal 

(Lynch et al., 1991), aumentando a regeneração do periodonto principalmente nos estágios iniciais 
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de cicatrização, através do aumento na neoformação óssea (Cooke et al., 2006). Entretanto, o fator 

idade pode diminuir este efeito, com a diminuição na expressão do fator de crescimento e de seus 

receptores PDGF-α e PDGF-β, como já demonstrado in vitro em feridas criadas em animais idosos 

(Ashcroft et al., 1997d). 

Um aspecto interessante observado em nosso estudo foi o aumento nos níveis de bFGF 

e FGFR1 nas células obtidas de doadores idosos. Além de  possuir importantes funções na 

angiogênese e proliferação celular durante o processo de reparo,  o bFGF possue efeitos negativos 

na síntese de colágeno, sugerindo que a diferenciação precoce de CLPD progenitoras em células 

formadoras de tecido mineralizado, não é essencial para o reparo dos tecidos mineralizados do 

periodonto. Baseado nestes resultados podemos especular que o bFGF por meio do retardo na 

formação de uma matriz extracelular madura e apropriada para a diferenciação celular e deposição 

mineral, permite indiretamente que mais células inderenciadas do ligamento periodontal, que 

compõe apenas uma pequena porção de todas as subpopulações de CLPD, migrem e se 

diferenciem em cementoblastos e osteoblastos. De fato já foi demonstrado que existe uma maior 

número de células inderenciadas e defeitos ósseos tratados com bFGF criados em cães (Murakami 

et al., 2003) e que células indiferenciadas expressam mais bFGF do que células diferenciadas 

(Takayama et al., 2001). 

 

6.5 INFLUÊNCIA DO FATOR IDADE NOS NÍVEIS DE RNAm PARA FATORES DE 

DEGRADAÇÃO DE MATRIZ EXTRACELULAR DE CLPD 

O ligamento periodontal possui uma grande capacidade de formação de componentes 

da matriz extracelular, entretanto por outro lado também possui a habilidade de degradar quase 

todos os seus componentes. Dentre as proteases importantes neste processo, as MMP’s, uma 

família de proteases dependentes de zinco e cálcio, podem degradar e/ou remodelar a matriz 

durante processos fisiológicos e patológicos, por meio da quebra de fibrilas colágenas em sítios 

específicos (Birkedal-Hansen et al., 1993). A ativação de MMP’s é regulada pelas TIMP’s, que são 

capazes de inibir sua ação de forma não específica, e que geralmente é secretada de forma 

balanceada com as MMP’s durante processos fisiológicos (Baker et al., 2002). Entretanto, em muitas 

doenças, os níveis de MMP são elevados sem o aumento simultâneo da produção de TIMP’s 

levando a destruição tecidual. Este mecanismo também é importante na renovação fisiológica dos 
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tecidos periodontais, e as MMP’s parecem estar envolvidas na destruição de tecidos na doença 

periodontal (Birkedal-Hansen et al., 1993). No presente estudo, o fator idade produziu um aumento 

significativo nos níveis de RNAm de MMP-8, uma colagenase intimamente relacionada a neutrófilos 

e a destruição de matriz. Nossos dados corroboram com outros estudos que demostraram um 

aumento na expressão de MMP’s em condrócitos e fibroblastos do miocárdio, estando envolvidas 

em doenças que afetam tipicamente idosos, como doenças cardiovasculares e artroses (Bae et al., 

2003; Lindsey et al., 2005). Assim como  na doença periodontal, estas doenças estão relacionadas a 

alterações importantes no metabolismo da matriz extracelular, caracterizadas por mudanças 

importantes na solubilidade de colágeno, que refletem mudanças bioquímicas na principal proteína 

da matriz. Com a idade, a quantidade de colágeno solúvel aumenta, e de colágeno não-solúvel 

diminui, acompanhado de uma maior expressão de MMP’s por fibroblastos (Lindsey et al., 2005). 

Estas mudanças sugerem um aumento no estímulo a degradação de matriz com a idade. No 

entanto, em nosso estudo o aumento na expressão de MMP-8 foi acompanhado por um aumento na 

expressão de TIMP-1, provavelmente na tentativa de manter a homeostase tecidual.  

 

6.6 INFLUÊNCIA DO FATOR IDADE NOS NÍVEIS DE RNAm PARA FATORES DE REGULAÇÃO 

DE OSTEOCLASTOGÊNESE DE CLPD 

Como a reabsorção óssea alveolar é um importante aspecto envolvido na regulação do 

metabolismo ósseo, nós também avaliamos a expressão de fatores envolvidos na diferenciação e 

ativação de osteoclastos. O RANKL, seu receptor RANK, e o receptor antagonista OPG, são 

reguladores chaves deste processo. O balanço entre RANKL/OPG pode determinar a velocidade da 

reabsorção óssea em várias doenças do osso incluindo a progressão da doença periodontal (Garlet 

et al., 2006). Com a idade, a susceptibilidade ao desenvolvimento de doenças ósseas aumenta, 

principalmente entre mulheres na menopausa. Um aumento na proporção de RANKL/OPG foi 

relatado em pacientes idosos apresentando patologias como a artrite óssea e polimialgia reumática 

(Pulsatelli et al., 2004). Entretanto em pacientes idosos saudáveis, os níveis séricos de OPG 

parecem se tornar elevados assim como demonstrado no presente estudo e relatado por outros 

(Mazziotti et al., 2006).  O aumento nos níveis de OPG pode ser uma tentativa de resposta do 

organismo como  proteção ao catabolismo ósseo que muitas vezes acomete os idosos. No caso dos 

tecidos periodontais, não existem informações que esclareçam o papel do RANKL e OPG no 
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metabolismo ósseo em função da idade. Entretanto, nossos resultados sugerem que em pacientes 

idosos sistemicamente saudáveis, a elevação nos níveis de RNAm para OPG pode estar 

relacionada á uma tentativa de manutenção da estrutura óssea, uma vez que embora não tenhamos 

observado um efeito direto sobre RANKL, o sistema como um todo parece adquirir características 

mais catabólicas com o aumento da idade do doador. Como exemplo, Liu et al. (2006) 

demonstraram um efeito direto da IL-6 em osteoclastos, e no presente estudo, os níveis de OPG 

podem estar justamente servindo como uma resposta ao aumento dos níveis de RNAm para IL-6. 

 

6.7 INFLUÊNCIA DO FATOR IDADE NOS NÍVEIS DE RNAm PARA MEDIADORES 

INFLAMATÓRIOS DE CLPD 

A importância da resposta imuno-inflamatória do hospedeiro frente a agressão 

provocada aos tecidos periodontais pelo biofilme dental, vem sendo amplamente sustentada pela 

literatura. Sabe-se hoje que a resposta imunológica na doença periodontal é regulada pelo balanço 

entre citocinas T helper (Th)1 and Th2. Mediadores pró-inflamatórios como as interleucinas 1 e 6, 

são reguladores positivos da osteoclastogenese e da expressão de MMP’s e caracterizam a 

resposta pró-inflamatória Th1. Por outro lado elas também podem exercer o efeito inverso, por meio 

das interleucinas 4 e 10 por exemplo, que por sua vez caracterizam a resposta anti-inflamatória Th2 

(Gemmel & Seymour, 2004). Um desquilíbrio entre elas pode ser um fator importante na homeostase 

dos tecidos periodontais (Garlet et al., 2006). A elevada expressão de mediadores pró-inflamatórios 

em CLPD de idosos estimuladas com LPS ou com algum tipo de força mecânica (compressão ou 

alongamento), já foi demonstrada, havendo um aumento na expressão de IL-1β, IL-6, COX-2 e 

PGE2, tanto em estudos que utilizaram o modelo de envelhecimento in vitro, quanto os que 

obtiveram as células de doadores idosos (Abiko et al., 1998; Mayahara et al., 2007). No presente 

estudo observou-se um aumento nos níveis basais de RNAm para importantes citocinas pró-

inflamatórias (IL-1β, 6 e 8) além da redução nos níveis basais de IL-4, uma das mais potentes 

interleucinas anti-inflamatórias. De forma geral estes resultados demonstram que com o passar do 

tempo, as CLPD além de se tornarem mais catabólicas, expressam maiores quantidades de fatores 

pró-inflamatórios e menores quantidades de fatores anti-inflamatórios. De fato um estado 

inflamatório crônico relacionado ao envelhecimento foi sugerido por Franceschi et al. (2000), como 

sendo determinante para a evolução do envelhecimento nos seres humanos, e denominado 
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“Inflammaging”. Neste conceito, o envelhecimento do sistema imuno-inflamatório (SI) não ocorre de 

forma desordenada, mas sim leva a restrições evolutivas importantes. O conceito defende a hipótese 

de que o SI foi provavelmente programado para ser efetivo durante a fase reprodutiva da espécie, 

que entre nossos ancestrais coincidia com a expectativa de vida, por volta de 35 anos. Nos dias de 

hoje, com a expectativa de vida atingindo 80 anos, o SI tem que enfrentar muitos anos de desafio 

antigênico, causando um stress inflamatório crônico, que pode ter um grande impacto em nossa 

sobrevivência e fragilidade. A característica mais importante do SI senescente é o seu 

preenchimento com células imunológicas de memória, criadas como consequência a exposição à 

vários antígenos. Essa exposição contínua pode levar a infecções clínicas e sub-clínicas, 

conduzindo a um estado inflamatório crônico peculiar a idosos, que é prejudicial a longevidade. 

Podem ocorrer ainda danos teciduais, que levam a doenças como diabetes, neurodegeneração e 

ateroesclerose, todas com patogênese relacionada a inflamação (De Martinis et al., 2005). Sendo 

assim, a qualidade e quantidade de carga antigênica pode ser um fator determinante na 

imunosenescência e longevidade do indivíduo. Nossos resultados nos permitem especular que este 

mecanismo também ocorra nos limites das estruturas periodontais. Após muitos anos de desafio 

antigênico, os tecidos periodontais, especialmente o ligamento periodontal, parecem adquirir um 

perfil inflamatório subclínico mais elevado, que apesar de se manter sob controle com um bom 

controle de biofilme, pode se constituir num aspecto de extrema relevância em relação não só ao 

controle do processo inflamatório periodontal, como também na expectativa do potencial de 

recuperação/regeneração frente a terapia. 

 

6.8 INFLUÊNCIA DO bFGF NA PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE CELULAR DE CLPD DE 

JOVENS E IDOSOS 

O fator de crescimento de fibroblasto básico (bFGF) é um membro da família dos fatores 

ligados a heparina, sendo um potente fator mitogênico e quimiotático (Thomas & Gallego, 1986; 

Baird & Walicke, 1989), importante na cicatrização de feridas pelo estímulo a proliferação, 

angiogênese e síntese protéica através de receptores do tipo heparina (Gospodarowicz et al., 1986; 

Globus et al., 1989). No presente estudo, o tratamento das CLPD com 10ηg/ml de bFGF estimulou a 

proliferação em células jovens, porém em células de idosos, este estímulo ocorreu tardiamente e de 

forma muito mais branda. A concentração de bFGF utilizada em nosso estudo foi baseada no 
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trabalho de Takayama et al. (1997), que  demonstraram que o bFGF pode aumentar a proliferação 

de CLPD de forma dose-dependente atingindo um “plateau” com 10ηg/ml. Em concentrações 

maiores, o número de CLPD ligadas ao bFGF ficou saturado. Como o bFGF pode se ligar também a 

componentes da matriz extracelular, concentrações muito altas do fator podem levar ao acúmulo dos 

mesmos na matriz, alterando o microambiente e por algum mecanismo não identificado, inibir a 

proliferação das CLPD.  

O bFGF ativa a fosforilação de inúmeras proteínas sinalizadoras, dentre elas Grb2, Crk 

e Ras/Raf. Alguns estudos demonstraram que o bFGF pode ativar a cascata Ras/MAPK (mitogen-

activated protein kinase) contribuindo para a proliferação celular (La Vallee et al., 1998; Ong et al., 

2001). A interação dos receptores do FGF com o Ras estimulam as células a passarem da fase  

G0/G1 para a fase S sendo associadas com a progressão do ciclo celular (Stachowiak et al., 1997). 

Sendo assim, é interessante observar que o bFGF pode compensar, mesmo que parcialmente, os 

efeitos deletérios que a idade exerce sobre a proliferação de CLPD, por meio do mesmo mecanismo, 

o ciclo celular. Entretanto, este efeito parcial de fatores mitogênicos sobre células senis pode estar 

ligado a falhas na transmissão de sinalizadores intracelulares. Esta hipótese possui suporte no fato 

de que células senis infectadas por vírus, possuem a capacidade de duplicar seu DNA, ou seja, 

apesar da ausência de replicação de DNA sob o estímulo de fatotes de crescimento, seu maquinário 

parece estar intacto. Essas falhas devem estar ligadas a vários fatores que ocorrem após a ativação 

dos receptores de fatores de crescimento, como a síntese de fosfolipídeos, mobilização de cálcio, 

associação entre proteínas complexas e ativação de proteínas kinases (Cristófalo et al., 2004). Por 

fim, no presente estudo os achados de que o bFGF na concentração de 10ηg/ml não afetou a 

viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais nos permite afirmar que a concentração 

usada está abaixo da concentração tóxica, confirmando os achados de Takayama et al. (1997). 

 

6.9 INFLUÊNCIA DO bFGF NA MINERALIZAÇÃO E NÍVEIS DE RNAm PARA COLÁGENO EM 

CLPD DE JOVENS E IDOSOS 

A aplicação tópica de bFGF pode acelerar o processo de regeneração periodontal in 

vivo, provavelmente devido a criação de um microambiente que favoreça  a diferenciação de CLPD 

e formação de tecidos mineralizados do periodonto (Takayama et al., 2001), entretanto esta relação 

ainda não é bem compreendida. Um aspecto importante na modulação de CLPD pelo bFGF 
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demonstrado em nosso estudo, e que parece contradizer a comprovada importância do fator para a 

regeneração periodontal, é a diminuição que ele causa nos níveis de colágeno e na capacidade de 

mineralização das células. Esses resultados sugerem que talvez não seja necessário estimular a 

diferenciação das células progenitoras do ligamento diretamente, e que o bFGF pode aumentar o 

número de células imaturas multipotentes, que desempenham papel central na regeneração 

periodontal nos primeiros estágios de cicatrização (Takayama et al., 1997). Yamada et al. (2006) na 

tentativa de elucidar mecanismos que envolvam o processo de mineralização em culturas de CLPD, 

observaram que o tratamento com bFGF-2 inibiu significativamente a expressão de PLAP-1 e 

fosfatase alcalina, genes intensamente expressos durante a diferenciação de CLPD em células 

formadoras de tecido mineralizado, além de inibir a formação de nódulos minerais, como observado 

em nosso estudo. Sendo assim, a supressão de genes importantes para a mineralização pode ser 

importante principalmente nos primeiros estágios da cicatrização, retardando a diferenciação celular, 

e permitindo a formação e maturação de uma matriz extracelular apropriada para a subsequente 

deposição de mineral (Takayama et al., 1997; Yamada et al., 2006).  

 

6.10 INFLUÊNCIA DO bFGF NA EXPRESSÃO GÊNICA DE CLPD DE JOVENS E IDOSOS 

A última observação, e possivelmente mais intrigante de nosso trabalho, foi que o 

tratamento com bFGF inibiu a expressão de genes degradadores de matriz e pró-inflamatórios. 

Nossos resultados não estão de acordo com os achados da literatura que demonstram de forma 

geral, que apesar de o bFGF ser altamente mitogênico e angiogênico, ele possui a capacidade de 

estimular a degradação de matriz extracelular pela expressão de MMP’s, como por exemplo em 

células endoteliais, fibroblastos e CLPD (Lo & Hurta, 2002; Pintucci et al., 2003; Shimazu & 

Morishita, 2003). Além disso, ele parece estar relacionado a um aumento na recrutação de 

leucócitos (Zittermann & Issekutz, 2006), e na expressão de marcadores inflamatórios (Rahimi et al., 

2005), tendo sido relacionado com o desenvolvimento de artrite reumatóide (Malemud, 2007), uma 

doença auto-imune caracterizada por um desequilíbrio inflamatório similar ao das doenças 

periodontais. Entretanto, um aspecto interessante de nossos resultados, foi que o tratamento com 

bFGF diminuiu de forma significativa a expressão do próprio bFGF e de um dos seus principais 

receptores o FGFR1. Sendo assim, acreditamos que a administração de bFGF pode ter causado um 

feedback negativo pelo excesso de fator disponível no meio, levando a uma diminuição da 
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expressão endógena do fator de crescimento e de seu receptor, e consequentemente, a diminuição 

na expressão dos genes degradadores de matriz de pró-inflamatórios. Takayama et al. (1998) 

avaliando a expressão de receptores de FGF em CLPD, observaram que elas são capazes de 

expressar os receptores FGFR1 e 2, e que seu número varia entre 2000 e 120000 por células. Além 

disso, foi observardo que sua expressão varia durante o curso da cultura celular atingindo seu 

máximo quando as células atingiam confluência, sugerindo uma inibição de sua expressão por 

contato celular. Este fenômeno também pode ter ocorrido em nosso estudo, já que o bFGF só foi 

administrado quando as células já estavam confluentes. Outra hipótese interessante já demonstrada 

em células musculares e vasculares (Chang et al., 2006), é que a administração de bFGF estimula a 

expressão da proteina tirosina fosfatase (PTB-1B). Como o FGF é um fator de crescimento que atua 

por meio de receptores tirosina kinase, a PTB-1B possue a capacidade de fosforilar estes 

receptores, competindo com próprio fator de crescimento, e assim funcionando como um mecanismo 

de feedback negativo que atenua suas funções. 
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7 CONCLUSÃO 
 

Dentro dos limites do estudo, podemos concluir que: i) foi possível estabelecer culturas 

primárias de células do ligamento periodontal obtidas de pacientes jovens e idosos, ii) a idade pode 

modular propriedades importantes das CLPD, diminuindo seu potencial de regeneração de 

estruturas minerais além de exacerbar características pró-inflamatórias e de degradação da matriz 

extracelular e iii) o tratamento com 10ηg/ml de bFGF induz alterações similares no comportarmento 

de CLPD independentemente da idade do doador. 
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ANEXO 
 
 
            

Figura 17 - Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
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APÊNDICE 
 
 

Figura 18 - Gráficos ilustrativos das curvas de melting referentes aos genes avaliados. Os gráficos 
ilustram as melhores condições obtidas para cada gene e o seu respectivo controle negativo (água 
livre de nucleotídeos).  
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	4.5 AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE RNAm POR MEIO DE PCRq 
	                  
	                                                                                   
	                                    
	                                      
	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 do DNA complementar (cDNA). 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 20µl. 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).  
	 
	4.5.3 Desenho dos “Primers” 
	Os “primers” para GAPDH (gene de referência) colágenos tipo I e III, MMP-2 e 8, TIMP-1 e 2, PDGF-1, BMP-3, bFGF, FGFR1, OPG, RANKL, IL-1, IL-4, IL-6 e IL-8 foram desenhados com o auxílio de um programa desenvolvido especificamente para desenhar “primers” para o LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) (Tabela 2). Todos os “primers” foram verificados em relação a sua especificidade verificando a curva de Melting, e utilizando-se sempre controles positivos e negativos.  
	 
	4.5.4 Otimização das reações 
	A eficiência das reações para cada “primer” foi otimizada anteriormente ao início das reações propriamente ditas. Concentrações variando 0,25 a 1µM de cada “primer” foram utilizadas para se determinar em quais condições a reação teria a melhor eficiência e maior especificidade. Condições essas sugeridas pelo fabricante do equipamento. 
	 
	 
	4.5.5 Reações de PCRq 
	 As reações de “real-time” PCR foram realizadas com o sitema LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), utilizando-se o kit “FastStart DNA Master Plus 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 utililizando o programa do próprio fabricante (LightCycler Relative Quantification Software - Roche Diagnostics GmbH). GAPDH foi utilizado como o gene de referência (normatização dos valores) por ser expresso por todos os tipos celulares e não ter sua expressão influenciada pela idade dos pacientes. Todas as amostras foram processadas em triplicata em dois tempos distintos com resultados semelhantes. 
	 
	4.6 ENSAIO PARA PROTEÍNA TOTAL SECRETADA 
	 
	 
	4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
	Tabela 2 - Seqüência dos primers já desenhados e as respectivas Tm´s. Gapdh: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; MMP: metaloproteinase; TIMP: inibidor tecidual de metaloproteinases; OPG: Osteoprotegerina; RANKL: Receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand; IL: Interleucina; FGFR: receptor para FGF; bFGF: Fator de crescimento básico de fibroblastos; BMP: Proteína óssea morfogenética; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	5 RESULTADOS  
	 
	 
	Figura 7 - Média e desvio padrão do número de células em todos os períodos e grupos experimentais. As células foram incubadas, tratadas ou não com bFGF, e contadas aos 2, 4 e 8 dias. A) inclusos; B) jovens; C) idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. (Células tratadas com FBS 1% e bFGF 10ηg/ml). As letras maiúsculas indicam a análise intragrupo e devem ser comparadas em linha, enquanto que as letras minúsculas indicam a análise intergrupo e devem ser comparadas em colunas (Anova e Tukey, α=0,05). Os resultados mostram uma maior e mais rápida proliferação celular nas células jovens e que o tratamento com bFGF aumentou as taxas proliferativas após 4 dias, com excessão das células obtidas de idosos (grupo F)  
	Figura 8 - Média e desvio padrão da % de células viáveis em todos os períodos e grupos experimentais. As células foram incubadas em FBS 1% por  2,4 e 8 dias e tratadas ou não com bFGF. A) inclusos; B) jovens; C) idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. Células tratadas com FBS 1% e bFGF 10ηg/ml.  Os resultados demonstram que a idade e o tratamento com bFGF não influenciaram a viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (Friedman e Kruskal-Wallis, α=0,05) 
	Figura 9 - Média e desvio padrão da quantidade total de proteína produzida pelas linhagens celulares dos grupos experimentais, após 48 horas de incubação com ou sem bFGF. A) controle; B) jovens; C) idosos; D) controle com bFGF; E) jovens com bFGF e F) idosos com bFGF. Células tratadas com FBS 5% e bFGF 10ηg/ml. Não houve influência do fator idade e do tratamnto com bFGF na viabilidade celular em nenhum dos grupos experimentais (Anova, α=0,05) 
	Figura 12 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de colágeno. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que o fator idade diminuiu os níveis de RNAm de colágeno tipo I e que o tratamento com o fator de crescimento diminuiu os níveis de RNAm de colágeno em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Figura 13 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de crescimento. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade aumentou os níveis de RNAm de FGFR1 e que o bFGF aumentou os níveis de BMP-3 nas células jovens e diminuiu os níveis de bFGF e FGFR1 em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
	 
	 
	 
	 
	Figura 14 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de degradação da matriz extracelular. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade aumentou os níveis de RNAm para MMP-8 e TIMP-1, e que o bFGF diminuiu os níveis de RNAm de MMP-2 e 8 e TIMP-2 e aumentou os níveis de TIMP-1. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
	 
	Figura 15 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de fatores de regulação da osteoclastogênese e anti-inflamatórios. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram a idade aumentou os níveis de RNAm de OPG e diminuiu os níveis de IL-4, e que bFGF não induziu alterações significativas nos níveis de RANKL e OPG, enquanto que os níveis do mediador anti-inflamatório IL-4 foram diminuidos proporcionalmente aos níveis basais em todos os grupos experimentais. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
	Figura 16 - Média e desvio padrão dos níveis de  RNAm (RNAm/GAPDH) de pró-inflamatórios. As CLPD foram incubadas por 48 horas com FBS 1%, 50µg/ml de ácido ascórbico e a presença ou não de 10ηg/ml de bFGF. Os resultados demonstram que a idade aumentou os níveis de IL-1β e 6, e que o bFGF induziu uma diminuição significativas nos níveis dos mediadores pró-inflamatório IL-1β em todos os grupos, e IL-6 nas células de idosos. Médias com diferentes letras significam diferença  estatística (Anova e Tukey, α=0,05) 
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