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1. INTRODUCAO
A Engenharia Tecidual (ET) é um campo interdisciplinar da ciéncia que funde
principios e inovacbes da Engenharia e das Ciéncias Bioldgicas (LANGER,;
VACANTI, 1993). Tem por objetivo o reparo ou substituicdo de tecidos e 6rgéos
baseado em trés pilares fundamentais: as moléculas bioativas - Fatores de
crescimento (FC), moléculas de origem proteica, com capacidade de se ligarem
a receptores especificos presentes na membrana celular, e a partir dai reger o
comportamento dessas estruturas (MATTUELLA et al., 2007); os scaffolds ou
scaffolds — estruturas tridimensionais que servem como substrato para a
adesdo e proliferacdo das células, atuando como analogos da matriz
extracelular (MEC); e as células-tronco (CT) as quais possuem alta capacidade
clonogénica, de proliferacdo e capacidade de diferenciacdo em uma ampla
gama de tecidos (LANGER; VACANTI, 1993). A polpa dental € um tecido
conjuntivo altamente especializado. Tem como funcdo primordial de formacao
de dentina a partir de uma matriz organica secretada pelos odontoblastos. A
polpa, de dentes permanentes e deciduos, possui uma populacdo de CT
denominadas “Dental Pulp Stem Cells (DPSC)” e “Stem Cells from Exfoliated
Human Teeth (SHED)”, respectivamente (GRONTHOS et al., 2000; MIURA et
al., 2003). Um dos principios fundamentais que governa a ET diz que o tecido
engendrado (construct) deve possuir e manter uma vascularizacdo adequada
para suportar seu crescimento devido a alta atividade metabdlica das células
(SAKAI et al., 2010). E importante salientar que a anastomose de vasos
sanguineos do organismo hospedeiro com o construct desempenha papel
categorico nesse processo de neoformacao tecidual (GALLER et al., 2012). O
maior limitante para a regeneracao pulpar é sua localizacdo anatébmica, ja que
€ circundada quase em sua totalidade por paredes rigidas mineralizadas e seu
aporte sanguineo advém somente do forame apical (DEMARCO et al., 2011).
Isso torna inviavel que a nutricdo das CTs implantadas no canal radicular seja
suportada unicamente pelos vasos sanguineos do organismo hospedeiro. A
angiogénese, ou neovascularizacdo, é o processo de formacédo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes tendo o VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) como ator principal nessa funcado, jA que aquele
exerce influéncia mitogénica sobre células de origem endotelial
(JABBARZADEH et al., 2008). O VEGF proporciona a neovascularizacao de
polpas submetidas a traumas e pode ser utilizado como agente tépico para o
reimplante de dentes avulsionados (MULLANE et al., 2008). Assim, foram
desenvolvidas estratégias utilizando VEGF recombinante (rhVEGF) para
estimular a proliferacdo e migracdo de células endoteliais ou utilizando células
que possam se diferenciar em tecidos de origem endotelial (DEMARCO et al.,
2011). Ambas as abordagens, isoladamente ou em combinacéo, resultaram em


mailto:cajulio125@hotmail.com
mailto:bharbarambarcellos@hotmail.com
mailto:marcusconde82@gmail.com
mailto:ffdemarco@gmail.com

18A22/11

NOPREDIOCAMPUSPORTO
RUAGOMESCARNEIRON®]

C-02013

XXICONGRESSODEINICIAGAOCIENTIFICA
DAUNIVERSIDADEFEDERALDEPELOTAS

uma melhoria significativa do crescimento vascular, provando a hipotese de
gue o fornecimento de rhVEGF induz a migracdo de Células Endoteliais
hospedeiras (GALLER et al., 2012). Entretanto, o rhVEGF €& extremamente
sensivel ao processamento térmico e exposi¢cao a solventes, possui uma meia-
vida insuficiente quando implantadas in vivo e é extremamente dificil prever e
controlar sua distribuicdo temporal e espacial apds a inoculagdo no organismo
de interesse (SCHELLER et al., 2012). Nesse contexto, seria de extrema
importancia para a evolucdo das pesquisas que visam a regeneracdo do
complexo dentino-pulpar (CDP) que as CTs utlizadas nas terapias
desenvolvidas tivessem a capacidade de expressar de maneira inerente este
fator pré-angiogénico. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a expresséo
VEGF em diferentes linhagens celulares de origem pulpar.

2. METODOLOGIA

DPSC e SHED foram cultivadas utilizando DMEM com baixo teor de glicose
(Invitrogen, Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino SFB e 1% de solugdo de penicilina/estreptomicina (Invitrogen).
Fibroblastos da polpa dental humana foram isolados pelo método de
overgrowth, e cultivados com DMEM alta glicose, 10% de SFB e 1% de
antibidtico. Células endoteliais da microvasculatura humana. (HDMECS)
desenvolveram-se em in EBM (Cambrex, Walkersville, MD), suplementados de
acordo com as instru¢des do provedor das células. Apenas células entre as 4°
e 6° passagens foram utilizadas para os experimentos. Quando as células
adquiriam um estado de 80% de subconfluéncia, mediante averiguagdo em
microscopio o6tico de luz invertida, foram tripsinizadas para entdo serem
submetidas ao isolamento do RNA. Brevemente, o RNA odontoblastico foi
obtido de terceiros molares humanos. Para isso os dentes foram cortados
longitudinalmente utilizando uma micro cortadeira com disco diamantado
utilizando solucdo salina estéril (PBS) como agente refrigerante. O tecido
pulpar foi cuidadosamente removido do interior da camara pulpar e a pré-
dentina foi raspada com uma colher de dentina para remocdo da camada
odontoblastica. O RNA foi isolado de todas as linhagens celulares utilizadas
nesse estudo utilizando TRIzol® (Invitrogen), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O RNA (0.2ug) foi utilizado para avaliar a
expressdo de VEGF nas linhas celulares de interesse através da técnica de
RT-PCR (desnaturacdo, 94°C durante 45s; anelamento, 57°C durante 45s, e
extensdo, 72°C durante 60s, durante 35 ciclos, em seguida 72°C durante 5 min
e mantida a 4°C para ambas as condicfes). O primer especifico para o VEGF
foi desenhado de acordo com as sequéncias de cDNA publicadas no GenBank.
Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
e corados com brometo de etidio; imagens digitais foram feitas usando um
fundo ultravioleta. A andlise da expressdo de VEGF nas linhagens celulares
avaliadas foi normalizada diante das bandas de densidades expressas por
HDMECS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A expressdo do VEGF mRNA foi observada em DSPC, SHED e fibroblastos
pulpares. Essa expressao foi maior em DSPC e SHED do que em fibroblastos
pulpares. As células odontoblasticas ndo expressaram mMRNA VEGF. Foi
possivel observar que as células-tronco de origem dental apresentaram bandas
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mais evidentes com relacdo a expressdo do gene de interesse (Figura 1.). A
expressdo de VEGF em DPSC, SHED, fibroblastos pulpares e odontoblastos
foi inversamente proporcional ao grau de diferenciacao celular.

VEGF
e e -

HDMEC QD SHED DPSC FDP

Figura 1. Expressdo génica de VEGF nas diferentes linhagens celulares
avaliadas

Isto ocorre, provavelmente, porque o0s odontoblastos representam uma
linhagem celular p6s-mitética, altamente especializada. Quando submetidas a
acdo de lipopolissacarideo (LPS), estas células especializadas expressam o
VEGF. Nos fibroblastos, o VEGF €& expressado em polpas normais
(MATUELLA et al., 2007). Entretanto, essa expressao é aumentada em casos
de pulpite irreversivel ou depois de injarias, elucidando a capacidade de
angiogénese em situacdes adversas de fibroblastos pulpares. Nés ainda
observamos que VEGF foi fortemente ampliado em DPSC e SHED. Na
verdade, quando SHED estdo capacitadas para se diferenciar em células
formadoras de vasos sanguineos, implantadas in vivo. Nossos resultados véo
ao encontro dos de CORDEIRO et al (2008), os quais elucidam que ceélulas
tronco pulpares apresentaram potencial angiogénico. Células-tronco adultas
em condicdes estressantes (hipoxia e.g.) liberam VEGF. No entanto, nosso
estudo mostrou pela primeira vez na literatura o perfil de expressédo de VEGF
pré-angiogénico em células-tronco da polpa dentaria (DPSC e SHED) em
condi¢Bes normais de crescimento celular.

4. CONCLUSAO

Em conclusdo, células-tronco (DPSC e SHED) e fibroblastos pulpares
expressam o fator pré-angiogénico VEGF em condi¢cdes normais de cultivo, o
gue pode elucidar a capacidade dessas células formarem vasos sanguineos.
Considerando-se que a matriz de dentina humana contém moléculas de
sinalizacao, incluindo o VEGF, e que SHED e DPSC possuem um potencial
angiogénico constitui uma ferramenta se suma importancia nos avancos das
pesquisa que objetivam a regeneracao do tecido pulpar. Ainda, Células-tronco
adultas em condicOes estressantes (hipoxia e.g.) liberam VEGF. No entanto,
nosso estudo mostrou pela primeira vez na literatura o perfil de expresséao de
VEGF em células-tronco da polpa dentaria (DPSC e SHED) em condicdes
normais de crescimento celular.
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