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RESUMO 
 

 

EEFFEEIITTOO  DDOO  VVEEGGFF  NNAA  AANNGGIIOOGGÊÊNNEESSEE  PPUULLPPAARR  EE    NNAA  AAPPOOPPTTOOSSEE  
 

 

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) 

desempenha um papel importante na angiogênese, induzindo a  proliferação da 

célula endotelial, migração e sobrevivência. Com o intuito de promover a 

formação de novos vasos, e obter uma melhora na circulação colateral, VEGF 

tem sido utilizado para o  tratamento de áreas de isquemia cardíaca, na doença 

cardiovascular. A manutenção da vitalidade pulpar com VEGF pode melhorar o 

prognóstico dos dentes que sofreram avulsão, prevenindo a perda precoce do 

dente. O propósito deste estudo foi desenvolver um modelo para se estudar o 

processo de revascularização da polpa dentária e avaliar o efeito do VEGF- 

165 na angiogênese da polpa humana e na apoptose. Fatias de dente humano 

foram mantidas in vitro (cultura) com e sem VEGF (50ng/ml) durante 7 dias. 

Coloração de imuno-histoquímica para o Fator de Von Willebrand (Fator VIII) 

foi utilizada para quantificar o número de vasos sangüíneos no tecido pulpar. O 

número de vasos sangüíneos foi significantemente mais alto no grupo do VEGF 

(média -67.87) comparado ao grupo controle (média- 46.25, p≤ 0.05).  O teste 

do Tunel foi usado para determinar o número de células apoptóticas nos 

grupos com e sem VEGF.  Análises da expressão de VEGFR-2 por RT-PCR 

foram realizadas nas células endoteliais da microvasculatura da derme humana 

(HDMECs), células pulpares indiferenciadas (OD-21), células tipo odontoblasto 

de camundongo (MDPC-23) e macrófagos. A expressão de VEGFR-2 foi 

detectada nas HDMECs, mas não nas outras 3 linhas celulares. Quatro fatias 

de dente humano por camundongo imunodeprimido foram implantadas na 

região dorsal, subcutaneamente, pelo período de 7 dias. A vitalidade pulpar foi 

determinada pelas análises microscópica e imuno-histoquímica. O teste do 

Tunel foi usado para determinar o número de células apoptóticas. O modelo de 

angiogênese pulpar utilizando camundongos imunodeprimidos (SCID mouse 

model of pulp angiogenese) demonstrou ser um modelo viável para se estudar 
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o processo de revascularização da polpa dentária humana. Levando-se em 

consideração os resultados obtidos neste estudo, sugere-se que o VEGF possa 

ter um efeito positivo na revascularização de dentes avulsionados. E que o 

modelo de angiogênese pulpar desenvolvido nesta pesquisa possa ser útil para  

responder a inúmeras novas questões experimentais na área de Endodontia. 

 
PALAVRAS-CHAVE: Angiogênese, Fator de crescimento vascular endotelial - 

VEGF, VEGFR-2, Polpa dental avulsão. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

Acidentes envolvendo os elementos dentários são comuns. 

A incidência das avulsões varia de 0,5 a 16% dos traumatismos dento-

alveolares na dentição permanente. Os incisivos centrais superiores são os 

dentes mais freqüentemente avulsionados. Apesar de acontecerem em 

qualquer idade, as avulsões são mais comuns na dentição permanente, entre 8 

e 12 anos de idade, período em que o ligamento periodontal ainda é uma 

estrutura flexível ao redor de dentes em irrupção e não oferece forte resistência 

às forças extrusivas encontrando-se, na maioria das vezes, dentes com 

risozênese  incompleta   (ANDREASEN & ANDREASEN 3, 2001).   

Avulsões freqüentemente causam necrose pulpar. 

Enquanto a polpa necrótica por si só não provoca complicações, o tecido 

necrótico é bastante susceptível à contaminação bacteriana. Se a 

revascularização não ocorrer, ou se o tratamento endodôntico não for  

efetivamente instalado, o canal radicular será infectado (YANPISET; TROPE 

144, 2000). A combinação entre infecção bacteriana no canal radicular e lesão 

no cemento na superfície radicular resulta em reabsorção radicular externa, 

que pode levar à rápida perda do elemento dentário. 

Por essas razões, várias terapêuticas vêm sendo 

pesquisadas para melhorar o prognóstico dos dentes avulsionados (SAE-LIM; 

METZER; TROPE112, 1998, CVEK et al.23,24, 1990;  BUTTKE, TROPE14, 2003; 

LEVIN et al.73, 2001). A maioria dos pesquisadores continuam, porém, 

direcionando-se à procura de uma substância química que, aplicada ao dente, 

impediria o processo de reabsorção e anquilose alvéolo- dentária. 

 Em 1992, um produto que já vinha sendo utilizado no 

tratamento da doença periodontal, com o objetivo de promover a regeneração 

de partes do ligamento periodontal afetado, foi comercializado pela BIORA AB, 

Malmö, Sweden denominado de Emdogain (matriz de esmalte dentário), com o 

intuito de otimizar o processo de cicatrização do ligamento periodontal e evitar 

a anquilose (SCHJOOT, ANDREASEN115, 2005). A utilização do Emdogain 

(SCHJOOT, ANDREASEN115, 2005; ÇAGLAR et al.15, 2005) e do Alendronato 
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(LEVIN et al.73, LUTOSA-PEREIRA75, 2005; MORI85, 2005), outro material 

amplamente investigado, faz-se presente em inúmeros trabalhos de 

traumatismo dentário, obtendo-se em alguns casos resultados positivos para 

ambos os materiais. 

Ainda hoje, além da estocagem do dente avulsionado no 

leite (SIGALAS et al.122, 2004), substância mais amplamente utilizada, seguido 

do  reimplante e contenção dentária, nada mais pode ser feito para melhorar as 

chances de revascularização. Entretanto, encontramos na literatura trabalhos 

que,  indiretamente, objetivam o aumento da freqüência da revascularização 

pulpar utilizando outras substâncias, porém ainda não se tem nada 

padronizado como um novo protocolo de tratamento, sendo a  maioria deles, 

estudos in vivo, desenvolvidos em tecido pulpar não humano. 

Com o avanço do conhecimento científico revendo 

publicações na área de Medicina, encontramos proteínas expressadas pelo 

nosso organismo (ARTESE et al.5, 2002; BOTERO et al.13, 2003; ROBERTS-

CLARK, SMITH108, 2000; .TELLES et al.133, 2003) as quais, com o auxílio dos 

princípios de Biologia Molecular e Terapia Genética, estão sendo investigadas 

e aplicadas no tratamento de isquemias cardíacas em pacientes que não estão 

aptos para os tradicionais métodos de  revascularização (KLEIMAN et al.69, 

2003; KORANSKY; ROBBINS; BLAU70, 2002).  

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)  é o 

regulador  mais importante tanto da neovascularização fisiológica quanto da 

patológica. O fato do VEGF ser um mitógeno relativamente específico para 

células endoteliais vasculares permite uma resposta angiogênica pronunciada 

numa variedade de modelos in vivo. O VEGF estimula  as células endoteliais 

na degradação da matriz extracelular, migração e  formação de túbulos in vitro. 

In vivo, o VEGF também funciona como regulador da permeabilidade vascular, 

que é considerada importante para o início da angiogênese. A sobrevivência de 

células endoteliais nos vasos recém- formados é VEGF-dependente. Coerente 

com seu papel na sobrevivência celular, o VEGF induz a expressão de 

proteínas anti-apoptóticas nas células endoteliais35,42,93,94,95. 

VEGFR- 2 (Flk-1 ou KDR) é o receptor de maior 

importância no processo de angiogênese e aumento dos efeitos da 

permeabilidade do VEGF, estando o mesmo envolvido no processo de 
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diferenciação das células endoteliais (NEUFELD et al.89, 1999; FERRARA35, 

1999), quimiotaxia e sobrevivência celular (FERRARA; GERBER; 

LeCOUTER42, 2003). 

Com base no conhecimento do papel do VEGF no 

processo de angiogênese35,93,108,42, e tendo-se o conhecimento  da 

possibilidade de avaliar certos aspectos da angiogênese in vitro, nenhum 

estudo in vitro permite uma análise completa das etapas envolvidas no 

processo de revascularização tecidual.  

Apoptose é essencialmente um suicídio celular, uma morte 

geneticamente programada em resposta a mecanismos fisiológicos e ou 

patológicos; a célula se auto destrói sem causar danos às células adjacentes. 

Essa conceituação foi descrita pela primeira vez na literatura por KERR et al66. 

1972, no British Journal of Cancer e, a partir dessa publicação, inúmeros 

artigos vêm sendo publicados sobre esta temática56,62, 84,92,114. 

Sabe-se que a polpa dental de roedores como os ratos e 

camundongos respondem à  terapia de modo significantemente diferente 

quando comparado à resposta da polpa humana. Por essa razão, a pesquisa 

baseada na implementação de fatias de dentes humanos (SLOAN et al.125, 

1998; MURRAY et al.88, 2000) em subcutâneo de camundongos 

imunodeprimidos (SCID) pode ser um modelo de estudo animal ideal para 

estas averigüações, pois  permitirá em futuros estudos um melhor 

entendimento do papel dos genes humanos específicos no processo de 

revascularização de polpas dentais humanas. 

O objetivo primordial deste trabalho, portanto, é 

desenvolver um novo modelo de estudo, usando camundongos 

imunodeficientes para o estudo da angiogênese (NÖR et al.94, 2001; 

POLVERINI et al.104, 2003) da polpa humana. Além disso, verificar in vitro 

(cultura das fatias dentárias humanas),  por meio da  técnica de imuno-

histoquímica e teste do Tunel, o efeito do VEGF na angiogênese e na apoptose 

da polpa humana.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

Este capítulo será dividido em alguns tópicos para um 

melhor entendimento. Primeiramente serão abordados conhecimentos gerais 

sobre angiogênese e terapia angiogênica, posteriormente o fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF) e, por último, a inclusão de uma 

pequena citação de trabalhos sobre a avulsão dentária, com o simples intuito 

de revisar alguns conceitos e mostrar diretrizes atuais dos trabalhos 

desenvolvidos na área de traumatismo dentário. A combinação e interligação 

dos conhecimentos sobre esses tópicos foi o “gatilho” para o desenvolvimento 

desta pesquisa. 

 
2.1 ANGIOGÊNESE 
 

Angiogênese é um processo fundamental para a  formação 

de novos vasos sangüíneos a partir de capilares pre-existentes (CHAIN; 

JONES; TARNAWSKI19, 2004). É um evento importante em vários fenômenos 

fisiológicos tais como no desenvolvimento embrionário, inflamação crônica e no 

reparo tecidual (POLVERINI102, 1995). Levando-se em conta essas condições, 

angiogênese é altamente regulada, inicia-se sobre breves períodos (dias) e 

então é inibida completamente (FOLKMAN; SHING45, 1992). Entretanto, muitas 

doenças são ocasionadas pela persistência do processo de angiogênese, 

devido à neovascularização desregulada44,45. 

A formação dos vasos sangüíneos ocorre por dois 

mecanismos diferentes, a vasculogênese e a angiogênese. Na vasculogênese 

ocorre a diferenciação de células endoteliais a partir de precursores 

mesodérmicos (angioblastos), manifestando-se somente durante o período 

embrionário, levando à formação de um plexo vascular primário.  Com o tempo, 

esses canais endoteliais vão-se desenvolvendo formando um sistema mais 

complexo e se ramificando em vasos maiores e menores.  Na angiogênese, os 

novos vasos são formados a partir de outros já existentes. Assim, novos 

capilares são formados, por meio da angiogênese, pela divisão dos vasos de 
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origem (AUERBACH; AUERBACH7, 2002). Em adultos, a angiogênese é 

essencial para o ciclo reprodutivo feminino e para o reparo, remodelação e 

regeneração dos tecidos, por exemplo, durante o processo de cicatrização. 

Alguns fenômenos relacionados à angiogênese fisiológica são: a ovulação, 

desenvolvimento do corpo lúteo, embriogênese, amamentação, resposta 

imune, inflamação e a cicatrização (FOLKMAN; SHING45, 1992, POLVERINI102, 

1995, AUERBACH; AUERBACH7, 2002). 

Após os primeiros eventos migratórios, os estágios 

posteriores na formação da microcirculação incluem a expressão de citocinas 

específicas e fatores de crescimento pelas células endoteliais (POLVERINI102, 

1995). 

O processo de angiogênese é regulado por fatores de 

crescimento, citocinas pró-angiogênicas e inibidores da neovascularização. 

Mediadores angiogênicos podem ser divididos em 2 grupos: estimuladores e 

inibidores (POLVERINI102, 1995). A maioria das moléculas estimuladoras são 

proteínas e muitas delas são fatores de crescimento, moléculas de adesão 

celular, sinais de diferenciação, quimiotáxicos e enzimas que participam do 

controle da formação de um novo capilar (POLVERINI102, 1995, CARMELIET; 

JAIN17, 2000, KERBEL65, 2000, TOMANEK; SCHATTEMAN135, 2000). Os 

inibidores fornecem o equilíbrio requerido para manter a população de células 

endoteliais inativa, porém altamente responsiva através de sinais anulados 

que, se ativados, podem levar a uma resposta angiogênica deletéria para o 

organismo. Eles são diversos em sua função e composição, agindo bloqueando 

ou atenuando a proliferação de células endoteliais, transdução sinalizadora, 

migração celular, expressão da metaloproteinase matricial, sobrevivência 

celular, desenvolvimento de precursor celular endotelial e ou recrutamento 

(POLVERINI102, 1995, CARMELIET; JAIN17, 2000, YANCOPOULOS et al.143, 

2000). 

Vasos sangüíneos capilares consistem de células 

endoteliais e pericitos. Estes dois tipos de células carregam toda a informação 

genética necessária para as ramificações, formação de tubos e redes capilares. 

Moléculas angiogênicas específicas podem iniciar este processo, enquanto que  

as moléculas inibitórias desempenham função contrária. Essas moléculas com 

funções opostas agem continuamente com o intuito de manter a 
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microvascularização quiescente. Entretando, as mesmas células endoteliais 

podem proliferar rapidamente (renovação de 5 dias) durante angiogênese, 

como por exemplo a que ocorre no processo de cicatrização (FOLKMAN; 

SHING45, 1992). Porém, nestes casos, o número de vasos formados será 

menor do que havia anteriormente (POLVERINI103, 2002). Já no processo de 

angiogênese, como no  que ocorre no caso do endométrio, o número de vasos 

no final, será similar ao número que havia no início. 

Fatores angiogênicos e inibidores têm sido investigados 

durante décadas quanto a suas propriedades, porém o estudo de suas 

interações está apenas começando a ser descoberto. O mesmo pode ser 

atribuído para as células não vasculares como os macrófagos, os quais podem 

modular a resposta angiogênica44,45. 

Os fatores angiogênicos são classificados como direto e 

indireto. O fator angiogênico direto (aFGF, bFGF, IL-8 e VEGF) tem a função 

de estimular a proliferação das células endoteliais e ou migração das mesmas. 

Quando o fator angiogênico não estimula as células endoteliais in vitro, ele é 

chamado fator angiogênico indireto porque é assumido que a proliferação 

endotelial e migração, observada in vivo, deve ter sido induzida por algum outro 

fator ou célula, por exemplo o macrófago44,45. O macrófago, derivado de 

monócitos, além de reger o papel central na orquestra do processo de reparo 

(POLVERINI102, 1995), é responsável por coordenar a formação e remodelação 

do tecido durante o processo de cicatrização (POLVERINI102, 1995). Ele libera 

bFGF e VEGF, e sua atividade angiogênica ocorre em locais profundos do 

processo de cicatrização, quando a tensão de oxigênio é baixa e propícia para 

o metabolismo anaeróbico. A hipóxia que ocorre no centro do tumor é que 

propicia aos macrófagos tornarem-se angiogênicos (FOLKMAN;  SHING45, 

1992). 

Recentemente, foram descritas substâncias genéticas 

conhecidas como angiopoietinas, apresentando-se sob quatro formas; porém 

só as formas Ang1 e Ang2 são melhor conhecidas. Não são mitogênicas e 

ambas atuam em harmonia na regularização dos vasos. Ambas são ligantes 

para receptores TIE2, são úteis na formação endotelial, onde são abundantes. 

A Ang2 ativa o receptor TIE2, promovendo a fosforalização e estabilização 

vascular, principalmente nos adultos; é inibida pela hipóxia. A Ang2 se liga à 
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TIE2 por competição (sem ativá-la) e aparece nos tecidos em construção/ 

remodelação permitindo a livre ação do fator de crescimento vascular endotelial 

- VEGF (PONTUAL; MAGINI105, 2004). 

Angiogênese é também o centro da etiologia e patogênese 

de inúmeros processos patológicos que incluem: tumores sólidos, doenças 

oculares, desordens inflamatórias como artrite reumatóide, psoríase e 

periodontite (POLVERINI102, 1995). Recentes estudos originados de vários 

laboratórios acreditam que nem todas angiogêneses e doencas  vaso-

dependente proliferativas são conseqüências de restrita produção normal ou 

anormal de mediadores pró-angiogênicos, mas também são resultados de uma 

deficiência relativa nas moléculas angiogênicas inibitórias. A coordenação e 

regulação da produção de fatores pró-angiogênicos e mediadores angiostáticos 

influenciarão no desenvolvimento da angiogênese e doenças102.   

A neovascularização também desempenha um papel 

importante nos processos patológicos, como no crescimento tumoral e 

metástase (FERRARA; ALITALO40, 1999). O desenvolvimento de um tumor 

pode ser prolongado (semanas em ratos e anos em humanos). Durante este 

período o tumor não é angiogênico e está restrito ao crescimento em 

milímetros cúbicos. Quando células suficientes no interior do tumor adquirem 

fenótipo angiogênico, a neovascularização começa a surgir. A vascularização é 

necessária, mas não é suficiente para o crescimento rápido de um tumor 

primário e para a metástase destas células para órgãos distantes ( FOLKMAN; 

SHING45, 1992). A aquisição de atividade angiogênica pelos tumores parece 

ser um processo bastante complexo. Células tumorais liberam moléculas 

angiogênicas como VEGF, mas não está claro como essa liberação difere das 

células tumorais pré–angiogênicas45. As células tumorais recrutam novos vasos 

sangüíneos por diferentes mecanismos. Elas produzem fatores angiogênicos 

difusíveis os quais, diretamente, ativam as células endoteliais, fazendo com 

que as mesmas se difundam e cresçam com o desenvolvimento do tumor. Elas 

elaboram citocinas que atraem e ativam os macrófagos, mastócitos e 

neutrófilos, e estes elaboram fatores angiogênicos. A atividade angiogênica nas 

células tumorais pode ocorrer durante qualquer período durante a 

transformação neoplásica. Importante também é lembrar que a capacidade dos 

tumores de induzir angiogênese nem sempre pode ser correlacionada com o 
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processo de malignidade do mesmo. Um exemplo disso é o tumor benigno 

(adenoma adrenal), que é altamente angiogênico, mas raramente se torna 

maligno (POLVERINI102, 1995). 

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um 

mitógeno potente para o endotélio vascular; modula a expressão de muitas 

enzimas proteolíticas envolvidas no processo de angiogênese. VEGF é capaz 

de regular todos os passos do processo de neovascularização e comumente 

ser importante nos processos fisiológicos e patológicos da angiogênese, no 

sistema reprodutivo feminino e em outros tecidos. VEGF é encontrado em 

muitas áreas em tecidos de adultos, indicando que  ele é provavelmente 

importante não somente no processo de angiogênese, mas também no 

processo de manutenção de vasos existentes.  VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 

(Flk-1; KDR) receptores de VEGF são essenciais para o desenvolvimento e 

diferenciação da vasculatura embrionária (CHARNOCK-JONES.; HE; SMITH20, 

2002). No tópico 2.2 desta revisão de literatura dar-se–ão maiores informações 

sobre o mesmo.  

 

2.1.1 Terapia Angiogênica 
 

O ginecologista alemão Michael Hoeckel foi o primeiro a 

criar a expressão “therapeutic angiogenesis” – terapia angiogênica, em 1989, 

para descrever o processo de neovascularização para o tratamento ou 

prevenção de hipoperfusão local. Ele tem usado essa terminologia no contexto 

do processo de cicatrização e regeneração tecidual (WALTENBERGER; 

HOMBACH141, 2002). 

Terapia angiogênica é uma técnica promissora que, 

baseada em estudos experimentais, demonstra que fatores de crescimento ou 

genes são capazes de aumentar a densidade capilar podendo, desse modo, 

ser essa técnica utilizada para reduzir o impacto da isquemia muscular e 

aumentar o fluxo sangüíneo para o tecido isquêmico, bem como auxiliar na 

formação de uma circulação colateral (BARANDON et al.10, 2004, GOUNIS et 

al.48, 2005). Essa técnica tem de ser vista como uma forma adjunta de 
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tratamento às técnicas de revascularização cirúrgica (BARANDON et al.10, 

2004).     

Sabe-se que o processo da angiogênese corresponde à 

reação das células endoteliais, que migram e proliferam no tecido isquêmico. O 

tecido isquêmico produz fatores como o VEGF, responsável pela promoção da 

vasodilatação localizada, facilitando, assim,  a   migração   da   célula  

endotelial (CHAIN; JONES;TARNAWSKI19,  2004).  

Numerosas proteínas têm a habilidade de intensificar o 

processo de angiogênese para compensar a isquemia do tecido. O grande 

problema dessas proteínas é a  meia vida curta, não disponibilizando as 

vantagens por um período de tempo mais prolongado. Um problema adicional é 

que o uso repetitivo da droga pode ocasionar uma resposta imune contra a 

mesma (BARANDON et al.10, 2004). 

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um 

dos fatores angiogênicos mais utilizados nos estudos de terapia angiogênica. 

No tópico VEGF, ações e propriedades  há mais citações sobre a aplicabilidade 

do VEGF.  

 

2.2  FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL -VEGF 
 

2.2.1 Histórico 
 
2.2.1.1 Fator de permeabilidade vascular (VPF) 
 

SENGER et al.117 (1983), por meio de estudos voltados 

para a identificação das propriedades fisiológicas dos vasos celulares tumorais, 

descreveram a purificação parcial  de uma linha de células tumorais de cobaia,  

de uma proteína que promovia o aumento da permeabilidade vascular na pele 

com a potência  50.000 vezes maior do que a da histamina. Essa proteína foi 

denominada “ fator de permeabilidade vascular endotelial” ( vascular 

permeability factor – VPF). Os autores concluíram, por meio desses estudos, 

que o VPF pode ser considerado um mediador específico da 

hiperpermeabilidade de vasos sangüíneos tumorais, e pode estar envolvido na 

formação de ascites associadas ao tumor. 
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Como o VPF nao foi isolado e seqüenciado, permaneceu 

desconhecido naquela época. Poucos anos mais tarde, SENGER et al.118, 

1990, relatou a purificação e o seqüenciamento terminal – NH2 de VPF da 

cobaia, proteína que foi inicialmente identificada. (RIBATTI106, 2004) 

 
2.2.1.2  Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) 
 

Em junho de 1989, FERRARA; HENZEL41 relataram o 

isolamento de um mitógeno/ celular- endotelial específico, oriundo  do meio que 

é condicionado pelas células foliculares pituitárias bovinas. Como esta proteína 

apresentou atividade promotora de crescimento somente em ação conjunta 

com as células endoteliais vasculares, ela foi denominada VEGF. A purificação 

e o seqüenciamento terminal- NH2  VEGF provou que essa proteína era 

distinta dos outros mitógenos celulares endoteliais já conhecidos, como o FGF-

2 (fator de crescimento fibroblástico), não possuindo semelhança alguma com 

nenhuma outra proteína já catalogada nas bases de dados. 

Subseqüentemente,  o grupo de Conolly e colaboradores em 1989, relataram o 

isolamento e o seqüenciamento do VPF humano de uma linha celular tumoral 

(hepatocarcinoma) (KECK  et al.64, 1989, RIBATTTI106, 2004). 

Ambos os grupos, em dezembro de 1989, descreveram a  

clonagem cDNA do VEGF e VPF  (KECH et al.64, 1989, LEUNG et al.72, 1989) 

tornando-se aparente que o VEGF  e o VPF eram a mesma molécula. Pode-se 

ressaltar, desse modo, que os processos de mitogênese celular endotelial e de 

indução de permeabilidade vascular são mediados pelo mesmo fator. 

VEGF/VPF possui uma homologia significante com PDGF 

(fator de crescimento derivado de plaqueta – platelet- derived growth factor”) e 

com um outro membro da família de VEGF, denominado fator de crescimento 

placentário (PIGF) – (RIBATTI106, 2004).  O PIGF pode formar dímeros com o 

VEGF e, apesar de sozinho apresentar pouca atividade mitogênica ou de 

permeabilidade, torna-se capaz de potencializar significativamente a atividade 

de concentrações muito baixas de VEGF (RIBATTI106, 2004).  PDGF  e o VEGF 

atuam em células- alvos distintas e apresentam diferentes propriedades 

biológicas. 
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2.2.2  VEGF e suas isoformas 
 

O gene humano VEGF está organizado em oito exons 

separado por sete introns, estando localizado no cromossoma 6p21.3 (TISHER 

et al.134, 1991, VICENTI et al.140, 1996).  

A família VEGF é composta de 7  membros. Cada 

membro da família é uma glicoproteína dimérica secretada, sendo conhecida 

como  VEGF-A, VEGF –B, VEGF-C, VEGF-D,  VEGF-E,  VEGF- F e fator de 

crescimento placentário (PIGF) – HOEBEN et al.53, 2005).    

VEGF A, comumente referenciado como VEGF, foi o 

primeiro a ser identificado por DVORAK et al.29,1995, como um fator de 

indução da permeabilidade vascular secretado pelas células tumorais, sendo 

também referenciado como fator de permeabilidade vascular (VPF). VEGF A  é 

uma glicoproteína homodimérica de 45 kDa envolvida em uma séria de 

atividades angiogênicas (HOEBEN et al.53, 2004, HICKLIN; ELLIS52, 2005). O 

splicing alternativo do mRNA de um único gene envolvendo oito exons codifica 

inúmeras formas protéicas de VEGF com subunidades polipetídicas contendo 

121, 165, 189 e 206 aminoácidos em humanos (RIBATTI106, 2004, HICKLIN; 

ELLIS52, 2005). Além destas, algumas isoformas menos comumente 

expressadas têm sido identificadas como é o caso do VEGF 145  e VEGF 183 

(NEUFELD et al.89, 1999, HICKLIN; ELLIS52, 2005). Atualmente, o VEGF 148 

foi mencionado como mais uma isoforma protéica (HOEBEN et al.53, 2004).  

Segundo TAMELA et al.132, 2005,  no mínimo 6 isoformas conhecidas são 

secretadas pela maioria das células. 

A isoforma molecular mais predominantemente produzida 

por uma variedade de células normais, bem como células alteradas  é  o VEGF 

165 (FERRARA33,34,35,1996,1999),  enquanto o VEGF 121 e o VEGF 189 são 

detectados na maioria das células e tecidos que expressam o gene VEGF. Em 

contraste, o VEGF 206  é uma forma rara. Já o VEGF145 é encontrado em 

várias linhas celulares tumorais de órgãos reprodutores femininos (PARK; 

KELLER; FERRARA98, 1993). 

A matriz extracelular (MEC) das células que expressam o 

VEGF 189 ou VEGF 206 auxilia o crescimento de células endoteliais. Em 

contraste, a proteína VEGF é bioquimicamente indetectável na MEC das 
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células que expressam o  VEGF 121 e  VEGF 165 .  Entretanto, a MEC derivada 

das células que expressam o VEGF 165, é capaz de estimular o crescimento 

das células endoteliais, mesmo em  pequenas quantidades aderidas à matriz 

extracelular. A explicação para isso se deve ao fato de o VEGF 165  ser mais 

potente que as demais isoformas (PARK; KELLER; FERRARA98, 1993).  

O VEGF 121 é uma proteína livremente difusível; em 

contraste, o VEGF 189 e VEGF 206 são seqüestrados na matriz extracelular e 

requerem a clivagem das proteases para a sua ativação (DVORAK28, 2002). Já 

o VEGF 165  existe em ambas as situações (HICKLIN; ELLIS52, 2005), e  

também secretado, embora uma fração significante se mantenha ligada à 

superfície celular e à matriz extracelular. O VEGF 165  apresenta as mesmas 

propriedades do VEGF original, que é considerado uma glicoproteína 

homodimérica de 45kDa, básica e ligada à heparina (HOUCK et al.54, 1992). O 

VEGF 189 e VEGF 206 são mais básicos e se ligam à heparina com maior 

afinidade do que o VEGF 165. 

As isoformas que são seqüestradas na matriz 

extracelular, como é o caso do VEFG A, VEGF C e VEGF D (isoformas 

envolvidas no processo de linfoangiogênese –TAMELA et al.132, 2005), podem 

ser liberadas em uma forma difusível pela plasmina seguida da clivagem na 

terminação – COOH, gerando um fragmento bioactivo (HICKLIN; ELLIS52, 

2005); com peso molecular aproximado de  34 kDa (HOUCK et al.54, 1992). 

Segundo HOEBEN et al.53 (2004), a plasmina está envolvida na degradação da 

matriz extracelular diretamente através da digestão dos componentes da 

membrana basal e indiretamente por ativação da colagenase através de 

zimógenos (proenzimas), resultando assim a liberação de VEGF-A 165, VEGF-

A 189 e VEGF- A 206. 

Concluindo, então, temos duas formas possíveis de tornar 

as proteínas do VEGF disponíveis para as células endoteliais: pelo splicing 

alternativo gerando proteínas difusíveis como o VEGF 165, VEGF 121, ou pela 

ativação de proteases e clivagem das isoformas mais longas. (FERRARA38, 

2002).  
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2.2.3 VEGF e seus receptores 
 

Receptores do tipo tirosina quinases (RTK) para o VEGF 

foram identificados e se apresentam de três formas: fms-like tyrosine-kinase-1 

(denominado Flt-1) ou VEGFR-1, fetal liver kinase-1(Flk-1), kinase domain 

region (KDR) ou VEGFR-2 e o receptor VEGFR-3 mais conhecido como fms-

like tyrosine kinase-4 (Flt-4)  (FERRARA; GERBER.; LeCOUTER42, 2003, 

HOEBEN et al.53, 2004). VEGFR-1 e VEGFR-2 apresentam aproximadamente 

44% de homologia. O VEGF se liga aos seus receptores utilizando quase que 

exclusivamente interações hidrofóbicas (FERRARA38, 2002). O VEGFR-1 e o 

VEGFR-2 são expressos na superfície da maioria das células endoteliais 

vasculares (sangüíneas), ao contrário do VEGFR-3 que se encontra restrito às 

células endoteliais linfáticas (FERRARA; GERBER.; LeCOUTER42, 2003). 

Cada isoforma da família VEGF possui diferentes especificidades de adesão a 

cada um dos receptores mencionados, auxiliando dessa maneira, a elucidar a 

função de  cada um neste contexto (HICKLIN; ELLIS52, 2005). O VEGF-A se 

liga a ambos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2. Em contraste, PIGF e VEGF-B 

interagem somente com o receptor VEGFR-1. VEGF-E  (derivado do vírus Orf) 

é seletivo ao VEGFR-2. VEGF-C e VEGF-D se ligam aos receptores VEGFR-2 

e ao VEGFR-3. Este não reconhece o VEGF-A. (FERRARA; GERBER.; Le 

COUTER42, 2003). 

VEGFR-2 (Flk-1 ou KDR) é o receptor de maior 

importância no processo de angiogênese e aumento dos efeitos da 

permeabilidade do VEGF, estando o mesmo envolvido no processo de 

diferenciação das células endoteliais (NEUFELD et al.89, 1999, FERRARA35, 

1999), quimiotaxia e sobrevivência celular (FERRARA; GERBER; Le 

COUTER42, 2003). O VEGFR-2 tem uma menor afinidade com o VEGF quando 

comparado ao VEGFR-1, porém uma maior atividade sinalizadora. O VEGFR-2 

sofre uma fosforilação da tirosina e media a mitogênese, a migração celular e a 

permeabilidade vascular em resposta ao VEGF, enquanto que o VEGFR-1 

apresenta fraca ou indetectável resposta ( FERRARA; GERBER; Le 

COUTER42, 2003). 

Em contraste, o receptor VEGFR-1 desempenha o papel 

de uma ligand-binding molécula no processo de angiogênese, em vez de um 
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receptor transdutor de sinal. Ou seja, ele pode apresentar pouca ou nenhuma 

capacidade de transdução de sinal e simultaneamente ser capaz de regular a 

atividade do VEGF no endotélio vascular, impedindo a ligação do VEGF com o 

VEGFR-2 (PARK et al.99, 1994, FERRARA35, 1999). A ativação do receptor 

VEGFR-1 pode promover migração celular, porém a indução de proliferação 

celular não ocorre eficientemente (NEUFELD et al.89, 1999). O mesmo possui 

um significante envolvimento no processo de quimiotaxia monocitária 

(FERRARA; GERBER; Le COUTER42, 2003).  

A função principal que ambos os receptores (VEGFR-1 e 

VEGFR-2) possuem no desenvolvimento do sistema vascular foi demonstrada 

em cobaias, em estudos desenvolvidos pelo grupo do Instituto Samuel 

Lunenfeld em Toronto, no ano de 1995. Através dessas pesquisas, pode-se 

observar que a eliminação dos genes relacionados a ambos os receptores Flt-1 

ou Flk-1 em cobaias resultou em letalidade embrionária. Os embriões com a 

ausência dos genes vão à óbito antes do nascimento, devido ao fato de as 

células endoteliais não terem sofrido o processo de diferenciação e pela não 

ocorrência da formação dos vasos sanguíneos (FONG et al.46, 1995, 

SHALABAY et al.119 FERRARA38, 2002).  

O receptor VEGFR-3 (Flt-4) está presente em todo o 

endotélio durante o processo de desenvolvimento, mas na fase adulta o 

mesmo restringe-se às células endoteliais. A expressão do VEGFR-3  é 

importante no início da formação dos vasos sangüíneos, tornando-se 

redundante tal função em vasos maduros (TAMELA et al.132, 2005). A ativação 

deste receptor estimula mitoses, migração, diferenciação e sobrevivência das 

células endoteliais linfáticas mediando, desse modo, o processo  de 

linfangiogênese (HOEBEN et al.53, 2004). 

As células endoteliais, bem como certos tumores 

(FERRARA; GERBER; Le COUTER42, 2003), expressam co-receptores para  

VEGF (não tirosina quinase, Neuropilina (Nrp-1-) SOKER et al.128, 1998) e 

Neuropilina (Nrp-2),(HICKLIN; ELLIS52,  2005) os quais ligam-se seletivamente 

à isoforma VEGF-165 (NEUFELD et al.89, 1999). Ambos estão envolvidos no 

processo imunológico e desenvolvimento neuronal, mas também assumem um 

papel importante no processo de angiogênese. (KLAGSBRUN; TAKASHIMA; 

MAMLUK68, 2002, BAGRI; TESSIER-LAVIGNE8, 2002, TAMELA et al.132, 



 

 

20

2005). Neuropilinas são glicoproteínas da superfície celular que se ligam aos 

mediadores semaforina/ colapsina de guia neuronal. Nrp-1 também se liga ao 

VEGF, VEGF-B e PIGF enquanto o Nrp-2 se liga ao VEGF, VEGF-C e PIGF. 

(KLAGSBRUN; TAKASHIMA; MAMLUK68, 2002, TAMELA et al.132, 2005 ). Nrp-

1 atua como co-receptor aumentando as interações VEGF-VEGFR-2, sendo 

sua expressão mais restrita a artérias, enquanto o Nrp-2 restringe-se a veias. 

(TAMELA et al.132, 2005). VEGFR-2 liga-se ao VEGF-165 mais  eficientemente 

em células que expressam Nrp-1, (NEUFELD et al.89, 1999). Nrp-2 é também 

expresso em células endoteliais linfáticas. Mutações no Nrp-2 podem induzir 

anormalidades durante a formação de pequenos vasos linfáticos (TAMELA et 

al.132, 2005). Evidências recentes sugerem  que o  VEGF pode diretamente 

interagir com NRP sem a utilização dos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2. 

(HICKLIN, ELLIS52,  2005). Na tabela 1 está o resumo das isoformas e  

receptores do VEGF. 
 

Tabela A - Especificidade dos receptores ao ligante VEGF e efeitos biológicos. 

Membro da famíla VEGF receptor função 

VEGF (VEGF A) 
VEGFR-1, VEGFR-2, 

neuropilina- 1 

Angiogênese, 

manutenção vascular 

VEGF B VEGFR-1 não estabelecida 

VEGF C VEGFR-2, VEGFR-3 linfangiogênese 

VEGF D VEGFR-2, VEGFR-3 linfangiogênese 

VEGF E (fator viral) VEGFR-2 angiogênese 

PIGF VEGFR-1, neuropilina- 1 
Angiogênese e 

inflamação 

PIGF =  fator de crescimento da placenta 
http://www.Anti-VEGF.com.br/publico/ciencia_1htm 32. 

 

 

2.2.4. Ações e propriedades do VEGF 
 

VEGF é um mitógeno específico para as células 

endoteliais, produzido por vários tipos celulares, como queratinócitos, 

macrófagos, mastócitos e fibroblastos (NÖR et al.93,1999, FERRARA39, 2004). 
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O mesmo também é conhecido por aumentar a permeabilidade vascular e estar 

envolvido na ocorrência e progressão do processo inflamatório (DVORAK et 

al.29, 1995). VEGF é 50.000 vezes mais potente do que a histamina na 

habilidade de aumentar a permeabilidade vascular (DVORAK28, 2002, 

HICKLIN; ELLIS52, 2005). 
O VEGF desempenha um papel fundamental durante o 

processo de desenvolvimento, do reparo tecidual e para a manutenção da vida. 

Essa importância está vinculada à observação de que a inativação de um único 

alelo VEGF em cobaias resulta na letalidade embrionária entre os dias 11 e 12. 

(FERRARA33, 1996, FERRARA38, 2002).  O VEGF, porém, deixa de ser 

essencial para a sobrevivência quando as células endoteliais sofrem um 

processo de maturação, isso ocorrendo por volta da quarta semana pós-natal 

em camundongos (FERRARA35, 1999). Já no adulto  plenamente desenvolvido, 

o VEGF passa a ser primariamente requerido para a ativação de processos 

angiogênicos como o desenvolvimento do corpo lúteo e processo de reparo 

(FERRARA35, 1999). 

O fator de crescimento vascular endotelial  é a chave 

reguladora da angiogênese fisiológica durante o crescimento esqueletal e 

funções reprodutivas. Durante a embriogênese, o VEGF é essencial para a 

diferenciação de novos vasos sangüíneos. VEGF está também envolvido no 

processo de angiogênese no qual os novos vasos sangüíneos são formados a 

partir de outros vasos pré-existentes. Funciona como um potente fator pró-

sobrevivência (anti-apoptótico) para células endoteliais em vasos recém-

formados. VEGF induz a expressão de proteínas  anti- apoptóticas nas células 

endoteliais (FERRARA35, 1999). NÖR et al.93, em 1999, demonstraram que o 

VEGF induziu a expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2, prolongando a 

sobrevivência da célula endotelial, bem como aumentando o processo de 

angiogênese. O VEGF estimula as células endoteliais na degradação de 

células endoteliais de matriz extracelular (MEC), migração e formação de 

túbulos in vitro. 

O fator de crescimento vascular endotelial  e seus 

receptores  VEGFR-1 e VEGFR-2 (principal receptor mitogênico) 

desempenham um papel crítico no desenvolvimento do sistema vascular, via 

vasculogênese e mecanismos angiogênicos, como também na formação do 
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sistema vascular linfático (TAMELA et al.132, 2005). Posteriormente, estas 

mesmas moléculas são requeridas e envolvidas no reparo tecidual assim como 

no processo de cicatrização (NISSEN et al.90, 1998) e na reconstituição do 

endométrio feminino (TAMELA et al.132, 2005). O papel central que o VEGF 

apresenta mediando o  processo de angiogênese durante o reparo tecidual foi 

observado  em estudos desenvolvidos por NISSEN et al.90, em 1998, quando 

constataram que o VEGF é produzido e liberado localmente em áreas de 

cicatrização quando o crescimento de novos vasos é iniciado e mantido. Os 

mesmos autores observaram que a neutralização de VEGF diminui 

amplamente a atividade angiogênica e atividade quimiotática para células 

endoteliais nos fluidos do reparo tecidual. BOOTH et al.12, em  1998, relataram 

que o processo de cicatrização está associado com o aumento da produção de 

VEGF, porém em cobaias com diabetes este processo foi retardado, e a 

expressão VEGF no mRNA apresentou níveis mais baixos em comparação 

com o normal, sugerindo, desta forma, que um defeito na regulação do fator de 

crescimento vascular  endotelial pode estar associado com as alterações no 

processo de reparo tecidual. 

Outro aspecto relevante do VEGF  é que o mesmo tem 

sua resposta altamente vinculada ao tipo de meio ambiente em que se 

encontra (POLVERINI103, 2002). A tensão de oxigênio bem como fatores de 

crescimento e citocinas são  reguladores importantes do VEGF (HICKLIN; 

ELLIS52, 2005). Condições de hipóxia desempenham um papel importante na 

regulação da expressão de uma variedade de genes. A expressão de VEGF 

mRNA  é induzida por exposição a baixa tensão de oxigênio. Esta condição 

desempenha a função de recrutar vasos sangüíneos para  áreas de tecido 

isquêmico (FERRARA38, 2002). Em contraste, condições de normóxia sub-

regulam a produção de VEGF e promovem a regressão de vasos sangüíneos 

recém- formados. Quando  as condições de hipóxia predominam, como no 

caso do crescimento tumoral, a expressão de VEGF persiste, potencializando, 

assim, o processo de angiogênese e, conseqüentemente, a  progressão 

tumoral (SHWEIKI et al.120, 2002). Esse fator de crescimento vascular 

endotelial tem sido relacionado com a angiogênese patológica associada a 

tumores, alterações neovasculares intra-oculares e outras condições. 

FERRARA35 (1999)  suporta a hipótese de que o VEGF é o maior mediador da 
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angiogênese associada com várias alterações. De fato, VEGF e seus  

inibidores constituem uma das melhores alternativas de tratamento para a 

inibição de tumores e alterações oculares. 

Entretanto, numerosas questões ainda se encontram sem 

resposta, incluindo os mecanismos de transdução sinalizadora dos receptores 

de VEGF, em particular, o significado do receptor VEGFR-1 (Flt-1).  

Algumas implicações clínicas interessantes do VEGF 

estão relacionadas ao seu envolvimento no processo de angiogênese óssea e 

formação óssea endocondral. A aplicação desse fator de crescimento vascular 

endotelial pode ser útil para melhorar o processo de revascularização em casos 

de fraturas não consolidadas e em outras condições (FERRARA; GERBER; 

LeCOUTER42, 2003), como  por exemplo, em casos de necroses ósseas 

(KATSUBE et al.63, 2005).  

VEGF é continuamente considerado um fator central na 

regulação do processo de angiogênese, não sendo mais somente relacionado 

ao câncer (FERRARA38, 2002). Trabalhos como o de BOOTH et al.12, em 1998, 

demonstraram a presença do VEGF na doença periodontal inflamatória 

crônica, mas também, observaram a presença de VEGF em áreas livres de 

inflamação (periodonto saudável) ratificando o papel do mesmo na 

angiogênese fisiológica da gengiva e ambiente periodontal. A presença de 

VEGF na mucosa oral também foi observada por CARLILE et al.16, em 2001. 

Estudos in vitro e em in vivo desenvolvidos por 

ROSENSTEIN et al.110, em 1998, demonstraram que o VEGF desempenha um 

papel crítico no desenvolvimento, controle e manutenção da angiogênese no 

cérebro. 

O fator de crescimento vascular endotelial também tem 

sido utilizado como uma terapia alternativa para o tratamento de isquemias 

cardíacas em pacientes não aptos às técnicas de revascularização cirúrgicas 

(ELCIN; DIXIT; GITNICK31, 2001). Ambas as formas de administração da 

proteína recombinante humana- VEGF (ROSENSTEIN et al.110, 1998, 

FERRARA35, 1999) e  terapia genética têm sido utilizadas (FERRARA35, 1999, 

SIMONS; WARE123, 2003, BARANDON et al.10, 2004, KIM et al.67, 2004, 

KATSUBE et al.63, 2005, GOUNIS et al.48, 2005) para promover o 



 

 

24

desenvolvimento de uma circulação colateral (FERRARA35, 1999, FERRARA; 

ALITALO40, 1999, HOEBEN et al.53, 2004).  

Estudos pré-clínicos recentes, tanto em animais (GOUNIS 

et al.48, 2004) como em pacientes (KIM et al.67, 2004), têm demonstrado 

resultados satisfatórios quando da utilização de terapia genética com VEGF no 

tratamento da doença arterial periférica (ELCIN; DIXIT; GITNICK31, 2001; KIM 

et al.67, 2004). A incidência dessa doença nos Estados Unidos da América é de  

mais de 300.000 pacientes novos por ano, sendo que o prognóstico para 

muitos desses pacientes é a espera para o momento da amputação do órgão 

lesado, usualmente envolvendo as pernas, pés e dedos (GOUNIS et al.48, 

2004).  

As aplicabilidades do VEGF citadas até o presente 

momento, neste capítulo, serviram como um impulso a estudos voltados à 

utilização desse fator de crescimento em outras áreas de concentração, 

especialmente na Odontologia. 

 

 

2.2.5.  VEGF e a polpa dentária 
 

O fator de crescimento vascular endotelial foi e continua 

sendo um tópico muito estudado em diversas áreas da Medicina. O 

conhecimento de suas  propriedades e funções instigaram muitos 

pesquisadores a investigar o  papel dessa proteína na área da Odontologia, 

principalmente nas especialidades voltadas para o estudo da polpa dentária. 

 A polpa dentária é um tecido conjuntivo frouxo, 

especializado, que contém células, fibras, substância fundamental, vasos 

sangüíneos e terminações nervosas. Ela encontra-se confinada em paredes 

rígidas de dentina formando com esta uma entidade embriológica e funcional, 

denominada como o complexo dentino-pulpar ( BERKOVITZ; HOLAND; 

MOXHAM11, 2004). 

Uma analogia do compartimento da polpa dental pode 

ser feita com o do  nosso cérebro. Ambos os órgãos são confinados em uma 

estrutura rígida com paredes inexpansíveis, em que a expressão de VEGF, no 

caso do cérebro , resulta num aumento da pressão intracranial e, no caso da 
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polpa dentária, resulta em aumento da sua pressão interna (HEYERAAS; 
BERGREEN50,1999), pois sabe-se que o suprimento de sangue vem 

basicamente através de um pequeno forame apical. Esse forame apical é 

usado tanto para o suprimento sangüíneo como para a drenagem, ressaltando 

–se que o tecido pulpar nao possui suprimento sangüíneo colateral, tornando 

mais difícil a eliminação rápida do fluido filtrado. Levando-se em conta tais 

aspectos, esse sistema de eliminação deficiente do tecido pulpar propicia o 

desenvolvimento do quadro clínico de pulpite irreversível (MATSUSHITA et 

al.78, 1999). Em ambos os casos, o aumento da vascularização e 

permeabilidade mediada pelo VEGF pode contribuir para danos teciduais 

irreversíveis.  

Angiogênese é um processo complexo que resulta na 

remodelação da matriz extracelular, secreção de enzimas proteolíticas, 

migração das células endoteliais, proliferação, diferenciação capilar e 

anastomoses (FOLKMAN43, 1995). Esse processo é regulado pela interação de 

inúmeras citocinas e fatores de crescimento (BOOTH et al.12, 1998). A 

expressão de VEGF é induzida por inúmeros mediadores inflamatórios, tais 

como a interleucina -6, interleucina-1, prostaglandinas e, também, pela 

endotoxina (LPS)- lipopolissacarídeos, muitas das quais são encontradas na 

polpa dental (MIYAUCHI et al.83, 1995, GOODIS et al.47, 1997, STASHENKO; 

TELES,130 1998, BOTERO et al.13, 2003).  

A bactéria e seus produtos podem atingir a polpa dentária 

através dos túbulos dentinários estando, deste modo, envolvidas na 

patogenicidade da pulpite (LOVE; JENKINSON74, 2002). 

MATSUSHITA et al.78, em 1999, investigaram, a partir de 

cultura de células, se a produção de VEGF pelas células pulpares poderia ser 

regulada por lipopolissacarídeos durante o processo de patogenicidade da 

pulpite. Esse estudo sugeriu que o aumento da produção de VEGF nas células 

pulpares humanas, induzido pelos lipopolissacarídeos, é dependente da 

sinalização do CD-14, o qual requer uma nova síntese de proteína, estando 

também relacionado em parte durante a ativação do fator de transcrição AP-1. 

Os autores sugeriram que o VEGF poderia induzir a permeabilidade vascular, 

proliferação, diferenciação das células pulpares a também estar relacionado 

com a quimiotaxia dos monócitos e macrófagos. Para isso, MATSUSHITA et 
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al.79, em 2000, empenharam-se em minuciar o papel do VEGF nas células da 

polpa dental humana bem como no tecido pulpar. Os autores investigaram os 

efeitos do VEGF na quimiotaxia, proliferação e diferenciação  das células da 

polpa dental humana. Eles observaram que o VEGF induziu uma resposta 

quimiotática bastante expressiva nas células da polpa dental humana, estando 

relacionada  com  a concentração (dose) administrada. Os resultados 

sugeriram que o VEGF foi produzido pelas células pulpares humanas atuando 

diretamente sobre as mesmas de uma forma autócrina. Além disso, constatou-

se que o VEGF pode promover quimiotaxia, proliferação e diferenciação  

através da utilização de um receptor contendo um domínio kinase (VEGFR-2 ) 

e, em parte, pela sinalização do fator de transcrição (AP-1) através da  proteína 

c-fos, apesar de ambos os receptores (VEGFR-1 e VEGFR-2) estarem 

presentes nas células pulpares.  MATTUELLA80, em 2005, avaliou, por meio de 

reação imuno-histoquímica, a presença ou a ausência do VEGFR-2 (vascular 

endothelial growth factor receptor-2) em células endoteliais pulpares de dentes 

decíduos e permanentes jovens humanos. Os resultados mostraram que tanto 

os dentes decíduos quanto os permanentes jovens apresentaram, 

especificamente, as células endoteliais pulpares imuno-marcadas para o 

VEGFR-2, sendo que uma intensidade maior da imunomarcação foi observada 

nos dentes decíduos. 

MANTELLINE et al.77, em 2003, observou elevados 

índices de expressão de VEGF em células pulpares. Esses achados sugerem 

que esse fator de crescimento desempenha um papel muito importante na 

vascularização da polpa dental. Foi observado, também, através desse estudo, 

que a resina adesiva e o HEMA (monômero hidrofílico) induzem a expressão 

de VEGF em macrófagos e odontoblastos, mas não em células indiferenciadas 

da polpa e em fibroblastos.  Isso sugere que os odontoblastos assumem uma 

função importante na resposta angiogênica observada em polpas saudáveis, 

enquanto os macrófagos podem intensificar o processo de angiogênese 

quando a inflamação se encontra presente no tecido pulpar. 

Recentemente, foi demonstrado que o ácido lipoteicóico 

(LTA), proveniente das paredes celulares das bactérias gram-positivas, pode 

elevar a expressão de VEGF em macrófagos e células pulpares (TELLES et 

al.133, 2003). Para entender melhor o funcionamento desse processo, 
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SODEN127, em 2005, realizou um estudo in vitro no qual observou que o LTA 

(S. Sanguis) induziu a expressão de VEGF em células do tipo odontoblastos 

(MDPC-23) células indiferenciadas da polpa (OD-21) através da ativação de 

TLR2 (toll like receptors). 

Muitos estudos estão sendo realizados para o melhor 

entendimento do fator de crescimento vascular endotelial na biologia da polpa 

dentária. A angiogênese na polpa dental é muito importante para o sucesso do 

reparo tecidual e pode ser dependente da liberação de fatores de crescimento 

nos locais em que está ocorrendo a reparação tecidual (SCHRODER116, 1985). 

ROBERTS-CLARK; SMITH108 (2000) isolaram frações de 

matriz solúveis e insolúveis da dentina humana e mediram a quantidade de 

fatores de crescimento angiogênicos, dentre eles o VEGF, que foi encontrado 

em ambas as matrizes. Sendo assim, a matriz dentinária contém fatores de 

crescimento angiogênicos, os quais  podem ser liberados após o processo de 

injúria, podendo desempenhar, desse modo, um papel importante no 

mecanismo de reparo no complexo dentino-pulpar. Tendo-se o conhecimento 

de que o VEGF está envolvido na atividade angiogênica durante a fase 

proliferativa do processo de reparação, cicatrização (NISSEL et al.90, 1998), a 

liberação do mesmo por meio da matriz dentinária pode contribuir para o 

processo de reparo da polpa dentária. O tecido pulpar, que se encontra 

inflamado, durante seu processo de recuperação necessita um suprimento 

sangüíneo suficiente e angiogênese.  

ARTESE et al.5, 2002, utilizaram a técnica imuno-

histoquímica para verificar a expressão do VEGF e do fator VIII em células 

pulpares sadias e com pulpite irreversível. Os autores confirmaram a presença 

de VEGF em polpas normais  com ausência de sinais inflamatórios sugerindo-

se, desse modo, que o VEGF foi localmente produzido pelo tecido pulpar 

demonstrando, assim, a presença de uma angiogênese fisiológica na polpa 

dental.  

DERRINGER; LINDEN25, em 2003, relataram que a 

utilização de anticorpos neutralizadores (anti-h VEGF, FGF2, PDGF, TGFB  e 

epidermal growth factor- EGF) permitiu avaliar a presença da combinação de 

cinco fatores de crescimento angiogênicos difusíveis na polpa dental humana 

durante a aplicação da força ortodôntica. Os resultados mostraram que ocorre 
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a liberação da combinação dos fatores de crescimento angiogênicos na polpa 

dental durante a aplicação da força ortodôntica e que, na presença dos 

anticorpos (NAs), verificou-se a redução da resposta angiogênica, ou seja, 

houve uma diminuição do número de microvasos nas culturas de células 

estudadas, devido à inibição da liberação dos fatores de crescimento já 

mencionados. Em 2004, os mesmos autores observaram que todos os fatores 

de crescimento angiogênicos (VEGF, FGF2, PDGF e o TGFB  ) examinados, 

tanto individualmente como em diferentes combinações, foram liberados após a 

aplicação de força ortodôntica, desempenhando um papel crítico na resposta 

angiogênica da polpa dentária e que os mesmos fatores podem ser mais 

efetivos quando estão associados.  

O próximo capítulo desta revisão abrangerá alguns 

aspectos importantes sobre o tratamento ainda instituído atualmente para os 

casos de reimplante dentário podendo desse modo, esclarecer o interesse do 

estudo da aplicabilidade do VEGF na revascularização pulpar em casos de 

avulsão dentária. 

 
 
2.3 AVULSÃO DENTÁRIA 

 
Segundo as estatísticas, o traumatismo dentário acomete 

pacientes jovens na faixa etária de 7 a 11 anos,  envolvendo os incisivos 

centrais e laterais superiores, os quais, na maioria das vezes, encontram-se 

ainda em  fase de desenvolvimento radicular (risozênese incompleta)1,2,3,4. 

Autores como EBELESEDER et al.30, 1998,  sugerem que 

o reimplante dental deve ser considerado um tratamento temporário em 

crianças e adolescentes. A conduta clínica preconizada em situações de 

rizogênese incompleta é a espera da revascularização do tecido pulpar 

proporcionando, dessa maneira, condições para a complementação do 

desenvolvimento  radicular.    

Vários estudos foram realizados na área de traumatismo 

dentário, mas a maioria deles são direcionados para a tentativa de descoberta 

de alguma substância que fosse capaz de evitar a reabsorção externa radicular 
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e anquilose alvéolo-dentária, conseqüências essas da maioria dos casos de 

avulsão. Trabalhos como os de ÇAGLAR; TANBOGA; SUSAL15, 2005  e de  

SCHJOTT; ANDREASEN115, 2005, ressaltam a utilização do Emdogain (matriz 

de esmalte dentária) no tratamento de dentes avulsionados, enquanto os 

trabalhos de  ÇAGLAR; TANBOGA; SUSAL15, 2005, mostraram resultados 

satisfatórios com a utilização do Emdogain no que se refere ao processo de 

cicatrização periodontal. Os resultados de SCHJOTT; ANDREASEN115, 2005 

demonstraram que o Emdogain não foi capaz de evitar e recuperar áreas 

previamente anquilosadas, conseqüência essa, do tratamento de dentes 

avulsionados.  

Outra substância derivada dos biofosfanatos de terceira 

geração (Alendronato) também tem sido amplamente investigada para o 

tratamento de dentes avulsionados devido ao seu poder inibitório da atividade 

osteoclástica, sugerindo-se que a mesma possa desacelerar o processo de 

reabsorção instalado após injúrias traumáticas severas (LEVIN et al.73, 2001). 

MORI85, em 2005, monstrou que tanto as soluções de alendronato e nitrato de 

gálio como a pasta de hidróxido de cálcio limitaram a reabsorção dentária, mas 

não impediram o aparecimento da mesma. Já com o uso de acetazolamida, a 

reabsorção radicular esteve ausente aos 60 dias, comprovando a sua eficácia 

na inibição da reabsorção radicular.  

Segundo a American Association of Endodontics (A. A. 

E.)1, o fluoreto de sódio (em concentração entre 1 a 2,4% por 20 minutos), 

devido ao fato  de reduzir a severidade da reabsorção dentária, é o 

medicamento de escolha para o tratamento de superfície de dentes 

avulsionados e reimplantados tardiamente. 

O meio de conservação ideal para a armazenagem dos 

dentes avulsionados tem sido alvo, também, de inúmeros estudos (JOHNSON 

et al.60, 1985, PETTIETTE et al.101, 1997,  DOYLE; DUMSHA; SYDISKIS27, 

1998, ASHKENAZI; SARNAT; KEILA6, 1999,  BUTTKE; TROPE14, 2003),  

porém ainda hoje tem-se  indicado o leite como o meio de conservação mais 

utilizado em casos de reimplante, por não se ter acesso tão facilmente à 

solução balanceada de Hanks, conhecida comercialmente como Save a Tooth, 

indicada pela Associação Americana de Endodontia (AAE)1 no seu protocolo 

de tratamento de dentes avulsionados. (SIGALAS et al.122, 2004). 
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Encontramos alguns trabalhos na literatura voltados ao 

estudo da revascularização pulpar, principalmente direcionados ao tratamento 

de dentes avulsionados com rizogênese incompleta23,24. CVEK et al.23 em 

1990, concluíram, através de análises  microscópicas, que o efeito do 

tratamento tópico com doxiciclina em dentes com ápice incompleto, extraídos 

de macacos, previamente ao reimplante, foi o maior responsável pela redução 

do número de microrganismos da superfície radicular contaminada durante o 

período extra-alveolar, aumentando a freqüência da revascularização. 

Resultados semelhantes foram relatados por YANPISET; TROPE144, em 2000,  

com a utilização da doxiciclina, previamente ao reimplante dentário, porém o 

estudo foi realizado em  dentes de cães com ápice incompleto. Já RITTER et 

al.107, em 2004, compararam o efeito da aplicação da doxiciclina com o da 

minociclina no tratamento da revascularização pulpar em dentes  de cães com 

rizogênese incompleta. Concluíram, através da análise microscópica, que a 

minociclina  foi mais eficiente no auxílio à revascularização pulpar  do que a 

doxiciclina. 

A revascularização após a criopreservação e o 

autotransplante de  dentes de cães com risogênese incompleta e dentes 

apicectomizados com ápice  fechado foram alvos do estudo de  LAUREYS et 

al.71, em 2001.  Nesse estudo os autores, através de seus resultados, 

demonstraram que a revascularização pode ocorrer após o autotransplante se 

a polpa original for removida no momento da extração dentária. Não houve 

diferenca significante na quantidade de revascularização entre dentes 

armazenados no banco de dentes por 7 dias e aqueles imediatamente 

transplantados sem o congelamento. Também não houve diferença, no que se 

refere ao crescimento, de  um novo tecido pulpar entre os dentes com ápice 

fechado e apicetomizados e os com rizogênese incompleta.  CLAUS et al.21, 

em 2004 , também seguiram a mesma metodologia, porém sem a técnica da 

criopreservação. Os autores demonstraram que ocorreu a invaginação de um 

tecido conjuntivo rico em células e altamente vascularizado nos dentes 

transplantados com rizogênese incompleta após a remoção do tecido pulpar 

original no momento da extração. Ambos os trabalhos mais atualizados 

seguiram as publicações de SKOGLUND; TRONSTAD124, 1981. 
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Já existem outras pesquisas que apresentam o 

monitoramento da vitalidade pulpar após o transplante de dentes com ápice 

completo. SIERS; WILLEMSEM; GULABILAVA121, em 2002, obtiveram 

revascularização em dentes autotransplantados com  rizogênese completa, 

após o acompanhamento de 26 meses; obtiveram obliteração do espaço pulpar 

sem evidência de patologia no ligamento periodontal.  

BANCHS; TROPE9, em 2004, propuseram uma nova 

técnica para revascularização de dentes com ápice incompleto portadores de 

lesão periapical. O canal foi desinfectado com irrigação de 5.25 hipoclorito de 

sódio, e uma pasta composta de 3 antibióticos (ciprofloxacin, metranidazol, 

minociclina) foi inserida 8mm no interior do canal radicular. Após o protocolo de 

desinfecção, o ápice foi mecanicamente irritado, proporcionando um 

sangramento para o interior do canal com a intenção de produzir um coágulo 

ao nível da junção cemento-esmalte. Selamento duplo com MTA foi realizado, 

associado à aplicação de resina adesiva. Todos os fatores em combinação 

produziram um ambiente favorável ao sucesso da revascularização. 

São estas as recomendações da American Association of 

Endodontics (A. A. E)1, 2004, de acordo com o tempo extra-alveolar: se o dente 

permanecer por mais de 1 hora fora do alvéolo, em meio seco, a endodontia 

deve ser realizada antes do reimplante; já se o tempo não exceder 1 hora, 

deve-se considerar a possibilidade de revascularização em dentes com 

rizogênese incompleta; todavia em dentes com ápice completo faz-se a 

endodontia dentro de 7 a 14 dias após o reimplante. 

Os trabalhos citados nesta breve revisão demonstram que 

ainda há a necessidade de obtenção de um modelo de estudo que possibilite 

condições adequadas para um melhor entendimento do processo de 

angiogênese da polpa dental, principalmente nos casos de reimplante de 

dentes com risogênese incompleta, para os quais se aguarda o processo de 

revasculariazação, e que a utilização de fatores angiogênicos no tratamento da 

avulsão dentária ainda não foi temática investigada. Por essa razão, este 

estudo foi desenvolvido com tais finalidades.  
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3. PROPOSIÇÃO 
 

 

Esta pesquisa tem o propósito de avaliar, por meio da 

análise microscópica, imuno-histoquímica e do sistema de detecção de células 

apoptóticas (teste do Tunel) os seguintes objetivos específicos:  

 

1. Desenvolvimento de um novo modelo de estudo para a avaliação dos 

processos de revascularização da polpa dental.  

 

2.  Efeito da aplicação direta da proteína recombinante humana VEGF 165, 

na polpa dental humana mantida em condições de cultura celular por 7 

dias, na revascularização da mesma e na manutenção da vitalidade 

tecidual . 
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4- MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

Para a realização desta pesquisa desenvolveu-se  um novo 

modelo de estudo da angiogênese da polpa humana. Esse novo modelo de 

estudo combinou princípios básicos de outras duas metodologias já publicadas. 

Uma das metodologias se refere às publicações do Dr. Anthony Smith (SLOAN 

et al.125, 1998), a qual possibilitou a habilitação necessária para a realização da 

primeira etapa do trabalho, o experimento in vitro. Seus estudos envolvem a 

utilização de modelos de cultura, usando fatias de dente para o estudo da 

polpa dental (McLACHLAN; SMITH; COOPER81, 2003, MURRAY et al.88, 2000, 

SLOAN et al.125, 1998). A metodologia empregada para a indução da 

vascularização em camundongos imunodeprimidos seguiu as investigações 

desenvolvidas e publicadas pelo Dr. Jacques Nör e colaboradores em seu 

laboratório94,104. 

Este trabalho foi realizado em três etapas: primeiramente 

realizou-se um estudo-piloto (Apêndice) para a avaliação da viabilidade da 

execução do projeto in vitro, bem como para definir a metodologia no que se 

relaciona à obtenção e cultura das fatias dentárias; o estudo in vitro também 

englobou cultura celular e análises de RT-PCR. Posteriormente à realização do 

projeto in vitro, efetuou-se o desenvolvimento do estudo in vivo.  

 

 

4.1  ESTUDO IN VITRO 

 
4.1.1  Cultura de células 

 

Realizou-se a cultura das linhas celulares citadas 

subseqüentemente para posterior extração do RNA e realização da técnica de 

transcrição reversa – reação em cadeia de polimerase (RT- PCR). Células 

pulpares indiferenciadas de camundongo (OD-21 – (HANKS et al.49,1998), 

células tipo odontoblasto de camundongo (MDPC-23 - HANKS et al.49,1998) e 

macrófagos de camundongo (RAW 264.7, ATTCC, Manassas, VA, USA) foram 
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mantidas em meio de cultura (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM, 

Gibco, BRL, Grand Island, NY, USA) suplementado com soro bovino fetal a 

10% (Gibco), 200mM L- Glutamine (Gibco), 125 unidades/mL de penicilina 

(Gibco) e 125 unidades/ mL de estreptomicina (Gibco). Células endoteliais da 

microvasculatura da derme humana (HDMECs -  Cell Sytems Corp., Kirkland, 

WA)  cresceram em meio de cultura  EGM2- MV (Endothelial Cell Growth 

Medium, Clonetics Corp., San Diego, CA). A cultura das células foi realizada 

em uma incubadora com 5% de CO2 a 37º C.  

 

 

4.1.2 Transcrição reversa – reação em cadeia de polimerase (RT- PCR 
Semiquantitativo) 

 

 

RT-PCR foi usado para avaliar a expressão do receptor 

VEGFR-2 mRNA nas células pulpares indiferenciadas de camundongo-OD-21 

(HANKS et al.49, 1998), células tipo odontoblasto de camundongo - MDPC-23 

(HANKS et al.49, 1998), macrófagos de camundongo (RAW 264.7, ATTCC, 

Manassas, VA, USA)  e nas células endoteliais da microvasculatura da derme 

humana- HDMECs (Cell Sytems Corp., Kirkland, WA). RNA total das células 

OD-21, MDPC-23, macrófagos e HDMECs (controle positivo) foi extraído 

utilizando-se o sistema RNAeasy Mini Kit  (Qiagen, Valencia  CA, USA) de 

acordo com as instruções do fabricante.  

Receptor 2 do fator de crescimento vascular endotelial 

(VEGFR-2)  e   gliceraldeído adenosina fosfato desidrogenase (GAPDH) 

primers delineados foram combinados com Super Script one step RT-PCR with 

Platinum Taq kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para a síntese de cDNA e 

amplificação de PCR, seguindo as orientações do fabricante. A síntese de 

cDNA e desnaturação foram realizadas incubando o molde de RNA (200ng por 

amostra), 0.2 µM  de primer sense, 0.2 µM  de primer anti-sense ,0.2 µM dNTP, 

1.2 mM, MgSO4  e 1µl de RT/ Platinum Taq Mix  em uma  reação de volume de  

50µl por 30min na temperatura de 55°C, e logo após por mais 2min na 

temperatura de 94°C  em um Master cycler Gradient thermocycler ( Eppendorf, 

Hamburg, Germany). Foram utilizados 35 ciclos de amplificação da  PCR 
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consistindo de desnaturação 94°C por 30s,  anelamento 55°C por 30s, 

polimerização 72°C por 1min, e a  fase de extensão final de incubação foi 

realizada na temperatura de 72°C por 10min.  

Os primers VEGFR-2 usados (tanto para humanos como 

para camundongos) foram os seguintes: sense, 5'–

CTCATGTCTGAACTCAAGATCC-3´; anti-sense, 5'- 

CCAGAATCCTCTTCCATGCTC A- 3’ (Invitrogen), com um produto  de 

tamanho esperado de 928bp. GAPDH (humano/ camundongo) com 683bp foi 

usado como controle interno para o carregamento e amplificação da PCR.  Os 

primers GAPDH (humano/ camundongo) utilizados foram: sense, 5’- 

GACCCCTCCATTGACCTAAACT- 3’; e anti-sense, 5’- 

CACCACCTTCTTGATGTCATC- 3’. Os produtos do RT-PCR  foram analisados 

por eletroforese em géis de agarose a 1% contendo brometo de etídeo numa 

voltagem de 80kv. Os géis foram fotografados com uma câmara gel Polaroid 
(Kodak) sobre tela transiluminadora ultravioleta (Spectroline, Westburg, NY, 

USA). Os dados apresentados são representativos de três experimentos 

independentes. Informações adicionais para o protocolo de extração de RNA 

total  estão descritas no capítulo Apêndice. 

 

 

4.1.3 Coleta, preparação das fatias de dente e cultura 
 

 

As fatias dentárias (16) foram preparadas utilizando 

terceiro molares (superiores e inferiores) ou pré-molares hígidos, os quais 

foram previamente extraídos por razões ortodônticas, na Unidade de Cirurgia 

Oral da Universidade de Odontologia de Michigan (aprovada pelo comitê de 

ética da Universidade de Odontologia de Michigan para pesquisas envolvendo 

seres humanos= projeto IRB HO3-00001606-I).  

Os espécimes foram coletados em um meio de cultura 

estéril a 37°C, usado somente para o transporte do espécime até a área de 

intervenção do mesmo (Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium – DMEM, Sigma 

Chemical Co, contendo 5mL de L-Glutamine- 200mM (Gibco), suplementado 

com 5mL de 10.000 unidades de penicilina, 10mg/ml de estreptomicina (100x 
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dilution/stock pen/strep - Gibco) e 1.25 mg de anfotericina B (Sigma, St. Louis, 

MO-USA). O meio no qual as fatias dentárias foram mantidas durante o período 

experimental (tooth culture media) foi o DMEM, preparado contendo 20% de 

soro bovino fetal inativado (Gibco), 5mL de L-Glutamine- 200mM, 

suplementado com solução de  penicilina/ estreptomicina na concentração de 

1% (contendo 10.000 unidades de penicilina, 10mg/ml de estreptomicina), 1.25 

mg de anfotericina B e 0.15 mg/ml  of  vitamin C (Sigma). Após a extração, as 

amostras foram levadas no interior de um tubo de ensaio de 15 ml (Denville 

Scientific Inc. New Jersey, USA) contendo o meio de transporte até a área de 

intervenção. Todos os procedimentos foram realizados no interior de uma 

capela de fluxo contínuo. 

O excesso gengival, ligamento periodontal foi removido 

raspando-se delicadamente a superfície externa dos dentes recém-extraídos 

com o auxílio de uma cureta periodontal Gracey (Maillefer). Em seguida, os 

dentes foram desinfectados utilizando-se uma gaze estéril umedecida com 

etanol 70% (AAper Alcohol and Chemical Company, Kentucky, USA). 

Procedeu-se, então, à fixação do dente com resina 

acrílica ativada quimicamente, em um suporte de madeira já autoclavada. 

Somente a região do ápice e da coroa foram cobertas com resina acrílica (Self-

cure resin, SNAP- Parkell-Bio –Materials), deixando-se livre toda porção 

radicular para otenção das fatias dentárias. Quando da utilização de molares, 

optou-se pelo uso da raiz de maior volume deixando-a livre para o corte; 

assentaram-se as demais raízes com uma camada de resina à madeira. 

Aguardaram-se 5min para a completa estabilização do conjunto 

dente/resina/madeira. Em seguida, prosseguiu-se com a colocação do conjunto 

no braço da máquina de corte - Isomet  Low speed Saw (Model 650, South Bay 

Technology, INC. Japan) para realização dos cortes (Figura 1). 
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Figura 1-  Estabilização do dente e adaptação na máquina de corte (Isomet). 

 

 

Deu-se início ao preparo das fatias dentárias de 1.5mm 

de espessura, cortadas transversalmente com o auxílio de um disco de corte 

diamantado (MK- 303 professional- MK DIAMOND PRODUCTS INC. Torrance, 

CA) acoplado à máquina de corte de baixa velocidade (Isomet, INC. Japan) sob 

refrigeração com a solução salina estéril (PBS 1X – phosphate buffered saline, 

Cellgro- Mediatech, Inc. Herndon, VA). Estipulou-se a obtenção de 2 fatias 

dentárias por dente para  a realização do experimento (Figura 2). 
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Figura 2. Preparação das fatias dentárias 
 

A desinfecção do disco de corte foi mantida com 

pequenos jatos de spray de etanol 70% (AAper Alcohol and Chemical 

Company, Kentucky, USA) durante todo procedimento de obtenção das fatias 

dentárias. A máquina de corte  foi mantida, previamente a sua utilização, por 

30min sob luz ultravioleta no interior da capela de fluxo contínuo para a sua 

descontaminação. Todos os instrumentos, bem com os discos utilizados, foram 

esterilizados em autoclave. 

Cada fatia dentária obtida foi imersa previamente à 

cultura, em 12-well plates (placa com 12 reservatórios individuais- BD Falcon, 

BD Biosciences) contendo 1ml do meio de cultura de transporte das fatias 

dentárias. Em seguida, as fatias dentárias foram divididas em 2 grupos, 

conforme a tabela 2. 

 
Tabela B - Distribuição dos Grupos 

Grupos N° de fatias 
dentárias 

Meio de cultura 
das fatias 
dentárias 

Concentração 

Controle 8 sem VEGF 0 

Experimental 8 com VEGF 50ng/ml 

 

As fatias dentárias foram mantidas em cultura a 37ºC na 

atmosfera de 100% de H2O / 5% de CO2 durante o período de 7 dias. O meio 

de cultura (tooth culture medium) para as fatias dentárias foi trocado a cada 2  
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dias, sendo que para o grupo experimental adicionou-se a ele 50 ng/ml da 

proteína recombinante humana (VEGF-165, R&D Systems), descongelada 

minutos antes do seu uso. No grupo experimental, cada fatia foi mantida em 

12-well plates (placa com 12 reservatórios individuais - BD Falcon, BD 

Biosciences) em reservatório individual contendo 1ml do meio de cultura (tooth 

culture medium) associado a 1µl de VEGF (50µg/µl). 

 

 

4.1.4 Processamento Laboratorial 
 

 

Após 7 dias de cultura, as amostras in vitro foram 

identificadas e imersas em tubos de plásticos individuais de 15ml (Denville 

Scientific Inc. New Jersey, USA) contendo 5 ml de solução de formalina 

tamponada a 10%  (Fisher Scientific) por um período de 24h sob refrigeração a 

4ºC para a fixação do tecido pulpar. Após esse período, os espécimes foram 

submetidos ao processo de desmineralização utilizando o ácido fórmico a 10% 

(Fisher Scientific) pelo período de 48h. O período de fixação e 

desmineralização foi o mesmo para o estudo in vivo.  

Após a constatação do término da desmineralização, por 

meio da ausência de resistência ao corte, as amostras foram submetidas aos 

processos histotécnicos e incluídas em parafina. Foram realizados cortes de 

7µm (rotina do laboratório de histologia e patologia da Universidade de 

Odontologia de Michigan) e os mesmos foram corados com hematoxilina e 

eosina para análise em microscópio de transmissão de luz. 

O estudo in vitro e o estudo in vivo, relatado na sequência, 

receberam o mesmo processamento laboratorial para a confecção das lâminas 

de  coloração para HE.  

Obtiveram-se cortes seriados de 5µm e os mesmos 

posicionados sobre lâminas de vidro previamente carregadas (+) (Dako, S3003, 

Carpintaria, CA). Uma lâmina de cada fatia foi corada com HE para verificar a  

viabilidade do tecido pulpar. A partir deste momento, foram realizadas mais três 

lâminas de cada amostra, contendo três cortes seqüenciais em cada uma. As 

lâminas submetidas à reação imuno-histoquímica (Dako)  foram aquecidas em 
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estufa a 37ºC durante 1 hora, enquanto as destinadas ao teste de Tunel 

assay55 (Roche- Penzberg, Germany) foram incubadas em estufa a 60ºC  por 

30 minutos. 

 

 

4.1.5 Técnica Imuno-histoquímica 
 

 

A técnica de imuno-histoquímica foi realizada usando o kit 

da DAKO Cytomation EnVision + System-HRP (AEC) utilizando anticorpo 

policlonal primário, Fator de von Willebrand (Fator VIII related antigen Ab-1 

Rabitt  Pab ref. RB-281-A, NeoMarker Fremont, CA); antibody diluent – ref. 

S0809, 1:500), seguindo o  seguinte protocolo: 

 

1. Pré-aquecimento das lâminas por 1 hora à temperatura de 59ºC. 

2. Desparafinização em xilol ( três trocas de 3 minutos cada). 

3. Reidratação por meio de trocas graduais de álcoois 100%, 95% e 70% (2 

minutos cada). 

4. Lavagem em água destilada , duas vezes. 

5. Recuperação Antigênica (Target Retrievel Solution, Dako, Code S1699, 

Carpintaria, EUA) : mistura de 2 ml da solução recuperadora (retrievel 

solution- 10x) em 18 ml de água destilada, totalizando 20ml. Imersão das 

lâminas na solução e aquecimento em banho-maria por 20 min, mantendo 

a temperatura entre 92ºC e 95 ºC,  seguida de lavagem em água 

destilada. 

6. Lavagem em solução salina (PBS 1x - Phosphate Buffered Saline) duas 

vezes. 

7. Bloqueio da peroxidase endógena (Peroxidase Block, DakoCytomation, 

Code K 4008, Carpintaria, EUA). Aplicação de uma gota proporcional 

sobre cada corte e aguardar 5 minutos. 

8. Lavagem em PBS , duas vezes. 

9. Anticorpo primário, concentração de 1:500,  diluição específica para Fator 

VIII (1µl do anticorpo diluído em 500 µl (10 gotas) de diluente, durante 30 

minutos. 
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10. Lavagem em PBS, três vezes. 

11. Anticorpo secundário e sistema de detecção (Labelled Polymer- HRP, 

DakoCytomation, anti-rabbit, Code K4008, Carpintaria, EUA). Aplicação 

de uma gota da solução sobre os cortes  mantendo-a por 30 minutos. 

12. Lavagem em PBS, três vezes. 

13. Revelação com o cromógeno AEC (AEC + substrate chromogen, 

DakoCytomation, ref. K 4008, Carpintaria, EUA). Aplicação de uma gota 

da solução em cada corte, controlando a coloração no microscópio de 

transmissão de luz.  

14. Lavagem em água destilada, três vezes, durante 5 minutos cada. 

15. Realização  da contra-coloração com Hematoxilina por 3 segundos. 

16. Lavagem em água corrente até remover o excesso da coloração. 

17. Lavagem em água destilada. 

18. Desidratação por meio de trocas graduais de álcoois 70%, 95% e 100% (2 

minutos cada). 

19. Imersão em xilol (três trocas de 3 minutos cada). 

20. Montagem da lâmina. 

 

Como já é característica, a imagem produzida pela 

técnica imuno-histoquímica com a utilização do  Fator VIII- Von Willebrand - 

anticorpo específico para a marcação de células endoteliais e vasos 

sangüíneos – descartou-se a necessidade da realização de um controle 

positivo e negativo. 

 

 

4.1.6 Teste do Tunel ( Tunel Assay – In situ cell death detection kit- AP) 
 

 

O teste do Tunel (TdT (-Terminal deoxynucleotidly 

transferase)- mediated X-dUTP nick end labeling) é um teste específico para 

detecção de células apoptóticas ou em processo de apoptose celular. A 

marcação para células apoptóticas (coloração azul escuro – BCIP/NBT) com a 

utilização do  teste do Tunel, seguiu as recomendações do fabricante (Roche)55 

e o seguinte protocolo: 
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Desparafinização & Reidratação 
1. Pré-aquecimento das lâminas por 30 minutos à temperatura de 60ºC. 

2. Desparafinização em xilol ( três trocas de 3 minutos cada). 

3. Reidratação por meio de trocas graduais de álcoois 100%, 95% e 70% (2 

minutos cada). 

4. Lavagem em água destilada durante 5 minutos. 

 
Tratamento das lâminas 

1. Incubação das lâminas por 15 minutos à temperatura de 37 ºC com  5ml de 

Proteinase K working solution (15 µg/ml em 10mM Tris / HCL (Fisher 

Biotech, Fair Lawn, New Jersey), pH 7.4 . Aplicação de somente uma gota 

sobre cada corte. 

2. Lavagem em solução de PBS 1x (Phosphate Buffered Saline), por duas 

vezes. 

 

Identificação das quebras do molde de DNA com fluorescina -dUTP 
(Labeling DNA strand breaks with fluorescein-dUTP) 

1. Secagem da área ao redor dos cortes 

2. Adição de 50 µl da mistura da reação do Tunel (Tunel reaction mixture) em 

cada corte. Esta mistura deve ser preparada imediatamente antes do seu 

uso, sendo mantida em gelo até o momento de sua utilização. 

3. Aquecimento das lâminas por 60 minutos à temperatura de 37 ºC  em 

atmosfera umidificada escurecida. 

4. Lavagem em solução de PBS 1x (Phosphate Buffered Saline), por três 

vezes. 

 

Conversão de sinal com o conjugado anti-fluorescina- AP 
(Signal Conversion with Anti-fluorescein-AP conjugate) 
1. Secagem da área ao redor dos cortes 

2. Adição de 50 µl da solução Convert- AP sobre os cortes. 

3. Aquecimento das lâminas por 30 minutos à temperatura de 37 ºC  em 

câmara úmida 
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4. Lavagem em solução de PBS 1x (Phosphate Buffered Saline), por três 

vezes. 

 

Solução de Substrato Fosfatase Alcalina 
(Alkaline Phosphatase Substrate Solution) 

1. Adição de 50 µl da solução de substrato (BCIP/ NBT – Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA; Cat. No.SK- 5100) sobre os cortes. 

2. Aquecimento das lâminas por 5 minutos à temperatura de 15 a 25 ºC em 

ambiente escurecido. 

3. Lavagem em solução de PBS 1x (Phosphate Buffered Saline), por três 

vezes. 

 

Montagem da lâmina 
As lâminas foram montadas seguindo a rotina do 

Laboratório de histologia da Universidade de Michigan. Confeccionou-se uma 

lâmina como controle negativo, no qual a mistura do Tunel não foi adicionada. 

 

 

4.2 ESTUDO IN VIVO 
 

 

Para a realização deste estudo foram utilizados seis 

camundongos fêmeas (CB.17. SCID),  pesando, em média, 18 a 25 gramas 

com 10 semanas de vida. Esses animais foram obtidos do Laboratório do 

Charles River (Cambridge, MA), após a aprovação da Comissão de ética da 

Universidade de Odontologia de Michigan para pesquisas envolvendo animais 

(projeto UCUCA 8754).  Os animais foram mantidos em gaiolas identificadas 

com o nome do pesquisador principal, nome do fornecedor, tipo do 

camundongo, idade do animal, telefone de contato do pesquisador, grupo e 

tempo experimental. Durante todo o período da pesquisa, as gaiolas foram 

limpas diariamente e os animais foram alimentados antes e durante o 

experimento, com exceção das primeiras doze horas pré e pós-operatórias, 

com água à vontade. Toda a manutenção, bem como cuidados pós-operatórios 

e medicações necessárias foram realizadas pelo grupo de veterinários da 
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Universidade de Michigan responsáveis pelo acompanhamento do animal 

concomitantemente com o pesquisador. 

 

 

4.2.1 Intervenção cirúrgica 
 

 

Previamente à intervenção cirúrgica dos animais, o 

processo de preparação das fatias dentárias foi realizado seguindo o mesmo 

protocolo utilizado e já descrito aqui para o desenvolvimento do estudo in vitro. 

Foram utilizados terceiros molares hígidos, tanto superiores como inferiores, e 

premolares hígidos extraídos por razões ortodônticas. 

Cada fatia de dente foi mantida em reservatórios 

individuais  com capacidade para 12 espécimes (BD Falcon, BD Biosciences), 

contendo 1ml de meio de cultura celular preparado para as fatias dentárias - 

DMEM (Dulbecco Eagle Modificado) com soro bovino fetal a 20%, até o 

período de implantação. 

Os camundongos imunodeprimidos (SCID) foram 

anestesiados  por via intraperitonial com uma associação de cloridrato de 

ketamina (Ketaset, 100.0 mg/ml - solução; Fort Dodge Animal Health, Iowa) e 

cloridrato de xilazina (Anasedan, 20.mg/ml; Lloyd Laboratories Shenandoa, 

Iowa). Foi misturado 150ul de xilazina com 850ul de ketamina, utilizando-se a 

dosagem de 1ul / gr da solução. Ambas as substâncias controladas foram 

fornecidas pela ULAM (Unit for Laboratory Animal Medicine) departamento da 

Universidade de Michigan. A anestesia foi realizada com o auxílio de uma 

seringa descartável para insulina (Figura 3). 

Em seguida, os animais foram depilados na região dorsal 

com a utilização de um aparelho elétrico (Wahl Clipper Corporation, Model= 

CBTO, USA). (Figura 4).  
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                      Figura 3. -  Anestesia                                                            Figura 4. - Depilação 

 
Após a depilação, efetuou-se anti-sepsia da região dorsal 

de cada camundongo com uma gaze estéril preparada com solução de etanol 

70% (Fisher Scientific, Model Fisherbrand Medium Sterile Alcohol Prep Pad). 
Em seguida, realizou-se uma incisão linear (1cm), com auxílio de um bisturi e 

uma lâmina número 12 (Feather Safety Razor Co LTD, Medical Division Japan, 

Model 22). Posteriormente à divulsão do tecido, quatro fatias de dente humano 

com 1.5 mm de espessura foram implantadas subcutaneamente na região 

dorsal de cada camundongo (Figura 5). 
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Figura 5 -   (A) Incisão,  (B) divulsão e (C) implantação das fatias dentárias. 
 

 

 

Realizou-se, então, a aproximação dos tecidos 

incisionados com auxílio de uma pinça cirúrgica e a sutura com cola adesiva 

utilizando o Vetbond (3M Animal care Products, USA) cobrindo toda a extensão 

da incisão (Figura 6). Decorrido o período experimental de 7 dias, foi feita a 

eutanasia dos animais por deslocamento cervical. Em seguida, realizou-se o 

rebatimento do tecido do dorso do animal com a finalidade de exposição e 

remoção das fatias dentárias (Figura 7). As mesmas foram imediatamente 

imersas individualmente em  tubos de 15 mm (Denville Scientific INC. Nwe 

Jersey, USA), contendo solução de formalina a 10% (Fisher Scientific) (Figura 

8). 
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Figura 6 - Sutura química com VET BOND 
 
 
 

Figura 7 – Remoção das fatias dentárias após 7 dias da implantação 
 



 

 

58 



 

 

59

 

Figura 8 -  Fatia dentária imersa em  formalina a 10% 
 

 

O processamento laboratorial seguiu o protocolo utilizado 

para o estudo in vitro já descrito anteriormente. Foram realizadas as mesmas 

avaliações pela análise microscópica, imuno-histoquímica e teste do Tunel  

com o intuito de verificar a vitalidade, vascularização e apoptose celular do 

tecido pulpar presente na fatia dentária. 

Deve-se ressaltar que a intervenção cirúrgica em 

camundongos imunodeprimidos (SCID mice) seguiu as recomendações do guia 

de cuidados e uso de animais de laboratório da Universidade de Michigan. Os 

procedimentos cirúrgicos foram realizados no interior de uma capela de fluxo 

laminar para evitar contaminação, pois, se isso ocorresse, poderia levar à 

perda do animal. Todos as barreiras de proteção contra patógenos foram 

também utilizadas. 

 
Avaliação dos resultados  

As imagens visualizadas em HE, imuno-histoquímica e 

teste do Tunel foram observadas e capturadas para análise com o auxílio do 

microscópio Nikon Scope Eclipse E 8000® (Nikon, Melville, EUA) acoplado a  
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um computador marca DELL® (Dell Inc., Round Rock, USA), através do 

programa Image Pro-Plus 5.1® (Media Cybernertics, Silver Spring, USA), para 

ambos estudos in vitro e in vivo. 

 

Coloração de HE  
A vitalidade do tecido pulpar foi observada por meio da 

análise microscópica com auxílio do microscópio de transmissão de luz tanto 

para o estudo in vitro como para o estudo in vivo. Considerou-se como critério 

de avaliação  a observação de: 

 tecido pulpar com presença de camada odontoblástica, com vasos 

sangüíneos, fibroblastos e outros tipos celulares na porção central da 

polpa, áreas de fibras colágenas, mas sem evidência de reação 

inflamatória, porém com algumas áreas de degeneração celular. 

 
Técnica Imuno-histoquímica 

A observação da marcação (cor vermelha) realizada pela 

técnica de imuno-histoquímica para Fator VIII, específico para células 

endoteliais, foi quantificada pela contagem do número de vasos sangüíneos 

marcados (estudo in vitro). Padronizou-se esta contagem com a magnificação 

de 200x com o auxílio do microscópio de transmissão de luz. Oito cortes (fatias 

dentárias) de cada grupo (controle / VEGF) foram avaliados individualmente em 

3 campos de observação (região superior, mediana e inferior), totalizando 24 

áreas de avaliação em cada grupo. Os valores obtidos foram submetidos à 

análise estatística. 

 
Teste do Tunel  

Oito cortes (fatias dentárias) de cada grupo (controle / 

VEGF) foram avaliados individualmente em 3 campos de observação (região 

superior, mediana e inferior), totalizando 24 amostras de cada grupo (estudo in 

vitro). O número de células apoptóticas foi visualizado pela coloração azul-

escuro (BCIP/ NBT) com o auxílio do microscópio de transmissão de luz, 

utilizando a magnificação de 200x. Os valores obtidos foram submetidos à 

análise estatística. 
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In vivo 

A avaliação subjetiva qualitativa seguiu os seguintes 

critérios: 

 Presença de vitalidade do tecido pulpar, analisado por meio da coloração de 

HE. 

 Vascularização pulpar observada por meio da técnica de imuno-histoquímica 

para Fator VIII- von Willebrand específico para células endoteliais. 

 Observação do número de células apoptóticas por meio do teste do Tunel. 

 

 

4.2.2 Considerações éticas 
 

O Projeto de pesquisa foi aprovado pelo comitê de ética 

da Universidade de Odontologia de Michigan, tanto para pesquisas envolvendo 

seres humanos= projeto IRB HO3-00001606-I, bem como para animais = 

projeto UCUCA 8754. 

 
 
4.2.3 Análise Estatística 

 

 

Os dados obtidos foram organizados em tabelas e 

empregados para a realização da análise estatística.  Para a análise dos 

resultados obtidos com a técnica da  imuno-histoquímica, para o estudo in vitro,  

utilizou-se o teste de Mann-Whitney Rank Sum com o auxílio do software 

estatístico SIGMASTAT 2.0 (SPSS,Chicago, IL, USA), com o  grau de 

significância de  5%. Já para o teste do Tunel, realizou-se a análise estatística 

utilizando o t-test com o  grau de significância de  5%, empregando-se o 

mesmo programa já mencionado. 

Não foi feita estatística para o estudo in vivo, uma vez que 

os resultados foram analisados de forma qualitativa. 
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5 RESULTADOS 
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5  RESULTADOS 
 

 

Para o desenvolvimento do modelo de angiogênese pulpar 

humana em camundongos imunodeprimidos (SCID mouse model of human 

pulp angiogenesis), usado no estudo do processo de revascularização da polpa 

dental, realizou-se primeiramente um estudo in vitro envolvendo a utilização de 

modelos de cultura, usando fatias de dente para o estudo da polpa dental. As 

fatias dentárias humanas foram mantidas in vitro por 7 dias na ausência (grupo 

controle) e presença de VEGF (grupo experimental). Vitalidade pulpar e 

vascularização das 24 amostras foram examinadas microscopicamente, 

seguidas da técnica de imuno-histoquímica. O número de células apoptóticas 

foi avaliado através da utilização do teste do Tunel. 

Na Tabela 1 estão os dados obtidos in vitro com a técnica 

de imuno-histoquímica e teste do Tunel para os grupos controle e experimental 

(VEGF). 

Na figura 9 observa-se a representação gráfica das médias 

do número de vasos sangüíneos observados nos cortes na marcação imuno-

histoquímica em função do uso ou não do VEGF no estudo in vitro. 

Na figura 10 observa-se a representação gráfica das 

médias do número de células apoptóticas observadas nos cortes na marcação 

com o teste em Tunel, em função do uso ou não do VEGF no estudo in vitro. 

Os cortes em HE mostraram tecido pulpar vital com 

camada de odontoblastos apresentando características normais em ambos os 

grupos (com e sem VEGF) (Figura 11 e 12). 

As figuras 13 e 14 mostram imunomarcação de células 

endoteliais, vasos sangüíneos, realizada com o anticorpo primário - Fator  de 

von Willebrand (Fator VIII, Ab-1 Rabbit Pab). A análise estatística  utilizando  o 

teste de Mann-Whitney Rank Sum com o auxílio do programa SIGMASTAT 2.0 

(SPSS, Chicago, IL, USA) mostrou que o tecido pulpar no grupo experimental 

(50ng/ml VEGF) apresentou uma diferença estatisticamente significante 

(p<0.05) em relação ao número de vasos sangüíneos (67.8 +/-, 26.7 dp), 
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comparado com o grupo controle - sem VEGF (46.2 +/-, 18.9 dp). O nível de 

significância  foi p<0.05.  

O teste do Tunel  (In situ cell death detection kit, AP) 

utilizado para a verificação do número de células apoptóticas no tecido pulpar, 

tanto para o grupo controle - sem VEGF, como para o grupo experimental - 

50ng/ml VEGF, revelou pela análise estatística que não houve diferença 

estatística significante entre os grupos sem VEGF (controle) e com VEGF 

(experimental). Nas figuras 15 e 16 estão as marcações para células 

apoptóticas pelo teste do Tunel (Tunel assay), para os grupos controles e 

experimentais. A figura 17 representa o controle negativo da reação. 

A figura 18 mostra o resultado do RT-PCR, realizado para 

avaliar a expressão do receptor VEGFR-2 mRNA nas células pulpares 

indiferenciadas de camundongo, OD-2, células tipo odontoblasto de 

camundongo - MDPC-23, macrófagos de camundongo e nas células 

endoteliais da microvasculatura da derme humana - HDMECs (Cell System 

Corp., Kirkland, WA). O gliceraldeído adenosina fosfato desidrogenase 

(GAPDH - 683 bp) foi usado como controle interno para a amplificação da PCR.  

As células HDMECs  foram usadas como controle positivo da reação. A 

expressão de VEGFR-2  mRNA  foi observada nas células endoteliais da 

microvasculatura da derme humana - HDMECs, mas não nas outras 3 linhas 

celulares. Entretanto, RNAm para GAPDH foi detectado em todas as células 

avaliadas neste estudo (Figura 18). 

A vitalidade pulpar, vascularização e apoptose celular no 

estudo in vivo foram examinadas pela microscopia óptica em coloração pelo 

HE, seguida pela técnica imuno-histoquímica e pelo teste de Tunel assay. No 

momento da remoção das fatias dentárias implantadas, foi observado que o 

tecido pulpar se encontrava bastante vascularizado (Figura 19). O exame 

microscópico (HE) revelou tecido pulpar com aparência normal com presença 

de camada de odontoblastos observados em todos os espécimes e com um 

significante número de células e vasos sangüíneos (Figura 20). A técnica de 

imuno-histoquímica foi realizada com a utilização de um anticorpo primário 

Fator de Von Willebrand (Fator - VIII). Observou-se um grande número de 

vasos sangúíneos e células endoteliais marcadas pelo fator VIII, sugerindo-se, 

desse modo, que o tecido pulpar humano manteve suas condições de 
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viabilidade após os 7 dias de implantação (Figura 21). A presença de células 

apoptóticas foi confirmada pelo  teste de Tunel, que detectou um pequeno 

número das mesmas no tecido pulpar (Figura 22). 

 
Tabela 1 - Dados obtidos com o estudo in vitro  pela   técnica de  imuno-histoquímica (número 

de vasos sangüíneos) e teste de Tunel (número de células apoptóticas) encontrados no grupo 

controle (sem VEGF) e no grupo experimental  (50ng/ml VEGF). 

 

           Controle  
   (+/-)              dp 

              VEGF 
    (+/-)               dp 

 

        Estatística 

Vasos  
Sangüíneos 

  46.25   18.96    67.87   26.79 
   Mann- Whitney  

       p< 0,001* 

Células 
Apoptóticas  
 

  73.75  33.73    56.91    23.82 teste “t” p=0,052 ns

ns – diferença estatisticamente não significante 

* diferença estatisticamente significante 

dp- desvio- padrão 

+/- - média 
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Figura 9 - Representação gráfica das médias dos números de vasos sangüíneos observados 
nos cortes pela marcação de imuno-histoquímica em função do usoou não do VEGF. 
 
 

 
Figura 10 - Representação gráfica das médias dos números de células apoptóticas observadas 
nos cortes pela marcação com o teste de TUNEL em função do uso ou não do VEGF. 
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Figura 11 - Tecido pulpar e camada odontoblástica com aspecto de normalidade nos  grupos 
controle (A e B) e VEGF 50ng/ml (C e D), magnificação de 200x, HE). 
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Figura 12 - Tecido pulpar e camada odontoblástica com aspecto de normalidade nos grupos 
controle (A e B) e VEGF 50ng/ml (C e D), magnificação de 400x, (HE). 
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Figura 13 - Imunomarcação para células endoteliais e vasos sangüíneos (Fator VIII, vermelha 
(AEC).  Controle (A) e VEGF 50ng/ml (B), magnificação de 200x. D= dentina; PD= pré-dentina; 
camada de odontoblasto * 
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Figura 14 - Imunomarcação para células endoteliais e vasos sangüíneos (Fator VIII – vermelha 
-AEC).  Controle (A) e VEGF 50ng/ml (B), magnificação de 400x.  
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Figura 15 - Marcação para células apoptóticas (setas) pelo teste do Tunel (BCIP/NBT – azul 
escuro) para os grupos controle (A) e VEGF 50ng/ml (B), magnificação de 200x. 
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Figura 16. Marcação para células apoptóticas (setas) pelo teste do Tunel  (BCIP/NBT azul 
escuro) para os grupos controle (A) e VEGF 50ng/ml (B), magnificação de 400x.  
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Figura 17 - Controle negativo para o teste de Tunel (BCIP/NBT – azul escuro magnificação de 
200x. 
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Figura 18 - Gel de agarose corado com brometo de etídeo para a detecção, por RT-PCR, da 
expressão do RNAm para VEGFR-2 (1, 2, 3 e 4) em células endoteliais– HDMEC (1), OD-21 
(2), MDPC-23 (3) e macrófagos (4). Os cDNAs foram amplificados por PCR com primers 
específicos para VEGFR-2 (928 pb)  e  para GAPDH (683 pb), controle interno da reação. 
Controle positivo HDMEC (1,5); Coluna 1, RNAm para VEGFR-2 detectado nas células 
(HDMECs); Coluna 2,3 e 4 PCR de RNA total das células utilizando primers específicos para 
VEGFR-2; Coluna 5, 6 7 e 8 RNAm para GAPDH detectado nas células (HDMEC (5), OD-21 
(6), MDPC-23 (7) e macrófagos (8). M, marcador de peso molecular de 1kb. 
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Figura 19 -  Fatia dentária apresentando tecido pulpar vascularizado após 7 dias da 
implantação. 
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Figura 20 -  Tecido pulpar com aspecto de normalidade, apresentando um significante número 
de células e vasos sangüíneos ( HE magnificação de 200x (A) e 400x (B). 
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Figura 21 - Imunomarcação para vasos sangúíneos e células endoteliais (Fator VIII –vermelho 
AEC), confirmando a viabilidade do tecido pulpar após os 7 dias de implantação. Magnificação 
de 200x. Camada de odontoblasto íntegra*. 
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Figura 22 - Células apoptóticas (setas) no tecido pulpar. Teste de Tunel. Magnificação de 200x 
(A) e 400x (B). 
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6 DISCUSSÃO 
 
 
6.1  METODOLOGIA 
 
 
6.1.1  Estudo in vitro – cultura das fatias dentárias 

 

 

Foi realizado previamente, com o intuito de se estabelecer 

a metodologia proposta nesta pesquisa, um trabalho piloto seguindo o 

protocolo do Dr. Antony Smith no que se refere à realização de todo 

procedimento in vitro envolvendo o corte das fatias dentárias, bem como sua 

cultura. Optimizou-se o protocolo dando a ele um caráter personalizado 

simplificando algumas etapas. Foram encontradas algumas dificuldades no que 

se refere ao procedimento dos cortes das fatias dentárias humanas, bem como 

na obtenção de uma amostra adequada, ou seja, dentes hígidos vitalizados de 

pacientes jovens.  

A obtenção da amostra no primeiro momento se 

concentrava na aquisição de dentes pré-molares hígidos extraídos de 

pacientes jovens por razões ortodônticas. Normalmente, nestes casos, os 

pacientes se encontravam  na faixa de 12 anos de idade. As dificuldades em 

conseguir-se pré-molares nos levaram a optar pelo uso de terceiros molares 

hígidos extraídos. 

Uma das complicações foi encontrar, inicialmente, um 

material ideal que proporcionasse uma fixação adequada da amostra (dente) a 

um suporte de madeira (escolha feita pelo fato de se poder autoclavar a 

madeira previamente ao seu uso) o qual,  posteriormente, seria colocado na 

máquina de corte para obtenção das fatias dentárias. Primeiramente, utilizou-

se o cianocrilato (super-bond).  Foi possível obter algumas fatias dentárias, 

porém o tempo para fixação adequada passava de 5 minutos e, mesmo assim, 

na maioria das vezes, durante o corte do dente, o mesmo se soltava do suporte 

de madeira ocasionando sua queda no interior da capela de fluxo contínuo ou 
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até mesmo no reservatório de PBS 1x (Cellgro- Mediatech, Inc. Herndon, VA), 

líquido que era utilizado para manutenção da refrigeração durante o corte do 

dente. Passou-se, então, a utilizar outros tipos de materiais adesivos sugeridos 

pelo Dr. Rex Rolland, porém sem sucesso. Utilizou-se, também, a silicona de 

adição, porém a mesma dificultou o corte da fatia dentária, principalmente no 

momento da sua remoção. Apesar de muitos profissionais utilizarem a cera 

pegajosa número 7 para adaptar o dente ao braço da máquina de corte Isomet, 

no nosso caso isso não foi possível uma vez que trabalhávamos no interior da 

capela de fluxo contínuo, sendo a amostra descontaminada para posterior 

realização dos cortes, pois a cera proporcionaria uma possibilidade de 

contaminação. Finalmente, foi testada a utilização da resina acrílica ativada 

quimicamente, a qual proporcionou uma rápida fixação do dente ao suporte de 

madeira e um ótimo desempenho durante o procedimento de corte e obtenção 

das fatias dentárias. 

A espessura das fatias dentárias humanas constituiu-se, 

também, uma das preocupações, não pelo fato de se conseguir padronizar a 

espessura  recomendada  de 1,5 a 2mm76,87,88,125, mas em obter uma 

espessura adequada que proporcionasse, após os procedimentos de fixação e 

desmineralização, condições favoráveis para o corte histológico. Esse foi o 

nosso maior problema, pois inúmeras fatias dentárias foram perdidas durante 

esse procedimento. Os procedimentos de fixação (24h) e desmineralização 

(48h- 72h) foram seguidos  conforme dita o protocolo do Dr. Antony Smith e 

outros trabalhos referentes `a cultura de fatias dentárias76,81,88,125. Segundo 

informação do técnico Chris Strayhorn (Universidade de Odontologia de 

Michigan), o qual realizou os procedimentos histotécnicos referentes ao corte 

das amostras em parafina e coloração com HE, o problema das perdas das 

amostras poderia estar relacionado com a espessura da fatia dentária o qual, 

no primeiro experimento, foi de 2mm. Devido a esse fato, optou-se pela 

espessura de 1.5mm para os futuros experimentos com o intuito de 

proporcionar melhores condições para a realização dos procedimentos 

histotécnicos, tanto para o estudo in vitro como para o futuro trabalho in vivo. 

Ressaltamos que a espessura de 1mm foi também testada, porém não 

apresentou bons resultados. A idéia de embeber as amostras em plástico 

(COLBATZKY & HERMANNS22, 1987) foi também questionada, porém o 
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problema não estava relacionado com esta etapa, nem mesmo com o processo 

de desmineralização, e sim com a espessura das amostras e sua retenção na 

parafina. Retenções adicionais foram confeccionadas com broca em alta- 

rotação na superfície externa da raiz dentária, na face vestibular e palatina ou 

lingual, antes da descontaminação, como tentativa de melhorar a retenção das 

amostras na parafina, porém o problema persistiu não sendo solucionado com 

esta manobra. Após discussões com o Dr Nör, Dr. Holland e o técnico Chris, 

aceitamos a sugestão de remover a dentina ao redor do tecido pulpar, 

previamente ao procedimento histotécnico em algumas amostras, incluindo na 

parafina somente o tecido pulpar.  

Foram 3 meses de trabalho para se instituir um domínio 

técnico da metodologia, não somente relacionada à obtenção e corte das fatias 

dentárias, mas  também relacionada a todas as etapas necessárias à cultura 

celular das mesmas.  

O período de cultura das fatias dentárias foi estabelecido 

inicialmente por 7 dias, com o intuito de verificar se se conseguiria reproduzir  a 

cultura celular das fatias dentárias humanas realizada e referenciada pelo Prof. 

Antony Smith (MURRAY et al87,88, 2000, 2002). Não tivemos o objetivo de 

estendê-lo para períodos mais longos, como já visto em alguns trabalhos de 

cultura celular (MAGLOIRE; JOFFRE; BLEICHER76, 1996, SLOAN et al.125, 

1998 em dentes de ratos), pois os resultados obtidos em 7 dias ofereceram 

dados suficientes que instigaram ainda mais a realização do estudo in vivo, 

objetivo primordial desta pesquisa.  

O presente traballho se diferenciou das demais 

publicações envolvendo cultura de fatias dentárias humanas em inúmeras 

situações, mas principalmente pelo fato de que nesta pesquisa questionou-se o 

possível efeito do VEGF-165, proteína recombinante humana, ou seja, fator de 

crescimento vascular endotelial no tecido pulpar submetido à cultura celular, 

através da adição do mesmo ao meio de cultura objetivando, dessa forma, 

verificar o efeito desse fator de crescimento na angiogênese da polpa humana 

e na apoptose celular. A quantidade de VEGF (50ng/ml adicionada ao meio de 

cultura utilizada nesta pesquisa seguiu a recomendação dos trabalhos 

publicados por NÖR et al.95, 2001, NÖR et al.96, 2002. Com relação ao meio de 

cultura (DMEM), a quantidade do mesmo em cada reservatório individual, o 
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tamanho dos reservatórios (6,12) e a utilização ou não de matrigel para a 

estabilização da fatia dentária foram indagações respondidas com o 

desenvolvimento do projeto- piloto. Verificou-se que o reservatório com 12 

espaços individuais proporcionou uma ótima estabilização da fatia dentária, 

impedindo a movimentação da mesma no meio de cultura.  Cada reservatório 

individual foi preenchido com 1ml de DMEM (MURRAY & SMITH87, 2002), 

quantidade suficiente para cobrir a amostra. Outros trabalhos indicam o uso de 

4 ml de meio de cultura, porém os mesmos não utilizam o reservatório de 12 

espaços individuais e sim a placa ou disco de petri para cultura das fatias 

dentárias76,88,125. A troca do meio de cultura foi realizada a cada dois dias, de 

acordo com os trabalhos de MAGLOIRE; JOFFRE; BLEICHER76, 1996, SLOAN 

et al.125, 1998, MURRAY et al.88, 2000). 

Após inúmeros cortes, estando a metodologia padronizada 

e a obtenção notória de alguns resultados satisfatórios com a manutenção da 

dentina ao redor de cada fatia dentária, decidiu-se, então, realizar os 

procedimentos histotécnicos das amostras com metade dos espécimes 

mantendo a fatia dentária íntegra (com dentina ao seu redor), e a outra metade 

mantendo somente o tecido pulpar. A dentina foi removida com auxílio de uma 

lâmina afiada, com cuidado para não injuriar o tecido pulpar previamente 

fixado. Vinte amostras foram submetidas à cultura, sendo que 10 

representaram o grupo controle (sem VEGF) e as 10 restantes representaram o 

grupo experimental (com VEGF). Perderam-se 2 amostras de cada grupo 

durante a confecção dos blocos de parafina e corte das secções histológicas. 

Então, os resultados basearam-se na quantidade de 8 amostras por grupo, 

ratificando com isso que o problema referente ao corte das amostras em 

parafina ainda deve ser revisado para futuros estudos. A espessura dos cortes 

em parafina (7µm), bem como a dos cortes para a realização da técnica  

imuno-histoquímica (5µm) foram realizadas de acordo com o protocolo do 

Laboratório de Histologia e Patologia da Universidade de Odontologia de 

Michigan. 

Essa preocupação com a metodologia (in vitro) para 

obtenção das fatias dentárias foi minuciosa, pois através dos resultados obtidos  

definir-se-ia a condição da realização ou não da etapa subsequente e 

primordial desta pesquisa, ou seja, o  desenvolvimento do experimento in vivo. 
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6.1.2 Estudo in vitro – cultura celular e RT-PCR 
 

 

Enquanto se aguardavam os 7 dias de cultura das fatias 

dentárias, bem como os procedimentos histotécnicos para posterior realização 

da técnica de imuno-histoquímica e do teste de tunel para detecção de células 

apoptóticas,  foram desenvolvidas outras partes do trabalho in vitro 

relacionadas à cultura celular  de: OD-21 (células pulpares indiferenciadas de 

camundongo  -HANKS et al.49,1998), MDPC-23 (células tipo odontoblasto de 

camundongo - HANKS et al. 49,1998), HDMECs e macrófagos de camundongo 

(RAW 264.7, ATTCC, Manassas, VA, USA), seguindo os protocolos do 

Laboratório do  Dr. Jacques Nör e trabalhos já publicados envolvendo cultura 

das mesmas (BOTERO et al.13, 2003, TELLES et al.133, 2003). Posteriormente, 

realizou-se a extração do RNA total das células (OD-21, MDPC-23, HDMEC e 

macrófagos) conforme a descrição no capítulo do Apêndice, para a realização 

da técnica de RT-PCR (Transcrição reversa- reação em cadeia de polimerase), 

com o objetivo de avaliar a expressão do receptor VEGFR-2 mRNA nas células 

já mencionadas. 

A reação em cadeia de polimerase, quando parte do RNA, é 

chamada de transcrição reversa (RT-PCR).  Essa técnica combina a síntese de 

cDNA, a partir de moldes de RNA, com PCR para fornecer um método rápido e 

sensível para análise da expressão gênica. RT-PCR é usada para detectar ou 

quantificar a expressão da mensagem, geralmente de pequenas quantidades 

de RNA97,113. Neste estudo, a RT-PCR  foi realizada em uma única etapa com 

o auxílio do Super Script one step RT-PCR with Platinum Taq kit. Assim, a 

transcrição reversa e PCR ocorrem seqüencialmente em um único tubo, sob 

condições otimizadas, tanto para RT como para PCR, minimizando assim a 

contaminação, já que os tubos não precisam ser abertos entre a síntese de 

cDNA e amplificação97,113. No presente estudo, o controle endógeno, tanto para 

OD-21, MDPC-23, HDMEC como para macrófagos, foi realizado com o gene 

GAPDH, utilizado em estudos por NÖR et al.96, 2002, BOTERO et al.13, 2003, 

SONG et al.129, 2004, bem como no laboratório do Dr. Jacques Nör da 
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Universidade de Michigan, onde foi realizado o RT-PCR, o qual, utiliza o gene 

GAPDH rotineiramente, fazendo parte do protocolo de padronização dos 

resultados dos experimentos lá desenvolvidos. Utilizou-se como controle 

positivo as células HDMECs devido ao fato de já se ter conhecimento de que 

as mesmas expressam VEGFR-2. O experimento foi repetido diversas vezes, 

sendo que as repetições iniciais foram realizadas devido a erros cometidos 

pela falta de prática com a técnica. Após o resultado obtido, realizaram-se mais 

2 experimentos para a confirmação do mesmo. 

 

 

6.1.3  Estudo in vitro – Imuno-histoquímica 
 

 

O termo imuno-histoquímica compreende o processo de 

identificação de antígenos em secções de tecidos com o auxílio de anticorpos 

específicos. Essa reação se torna visível através de moléculas conjugadas aos 

anticorpos utilizados. Entretando, isso se faz adicionando a um sistema de 

detecção um anticorpo contra o antígeno de interesse. 

O anticorpo utilizado nesta pesquisa foi policlonal. Os anticorpos 

policlonais possuem vários clones, ou seja, originam-se de diferentes linfócitos 

B, o que significa que reagem com vários epítopos do antígeno, ou seja, 

reconhecem mais de um epítopo em um mesmo antígeno. Já os monoclonais 

reagem apenas com um determinado epítopo presente em um antígeno 

(CARNEIRO18, 2006). 

Sabe-se que todas as etapas que envolvem o processo da 

técnica de imuno-histoquímica são fundamentais para o sucesso da realização 

da mesma. A preservação dos epítopos antigênicos é um aspecto importante 

que se deve ressaltar na escolha da solução fixadora. No presente estudo, 

utilizamos a solução de formalina tamponada neutra 10% e o ácido fórmico 

10%, ambos protocolos  utilizados na rotina do laboratório da Universidade de 

Michigan.  A literatura é bastante vasta em relação ao assunto e existem 

inúmeros protocolos seguidos pelos diferentes centros de estudo, tanto para a 

solução de escolha para o processo de fixação como para o de descalcificação 

(MILLER; SWANDSON; WICK82, 2000). Os períodos de fixação (24h) e de 
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desmineralização (48h) para fatias dentárias já foram alvo de discussão no 

tópico referente ao estudo in vitro- cultura das fatias dentárias. 

Os cortes histológicos para a realização da imuno-histoquímica 

foram obtidos com 5µm de espessura,  em micrótomo rotatório, de acordo com 

a rotina do laboratório de histologia e patologia da Universidade de Michigan, 

diferenciando-se da rotina utilizada em outros centros de estudo, bem como em 

outros trabalhos (CARNEIRO18, 2006) que utilizam o corte em 3µm. 

Um tópico bastante discutido quando da realização de imuno-

histoquímica se refere ao procedimento da recuperação antigênica. 

Encontramos na literatura diferentes fontes de produção de calor para se 

realizar a recuperação antigênica, incluindo o aquecimento em microondas, a 

utilização do banho-maria, a  utilização de panelas de pressão e autoclaves 

(MILLER; SWANDSON; WICK82, 2000).  Utilizamos nesta pesquisa, para a  

exposição antigênica, o banho-maria por 20 minutos, mantendo a temperatura 

entre 92°C e 95°C,  seguindo o protocolo para realização da técnica de imuno-

histoquímica do Laboratório de pesquisa do Dr. Jacqües Nör.   

A utilização do microondas para a exposição antigênica tem sido 

alvo de questionamento, sendo condenada por alguns autores pelo fato de esta 

manobra promover irregularidades no aquecimento produzido. Além desse fato, 

o grau e a uniformidade do aquecimento variam de acordo com a quantidade 

de material processado. Um outro problema com o aquecimento produzido pelo 

microondas está relacionado à evaporação da solução, pois para evitar-se o 

ressecamento dos cortes deve haver um monitoramento  e uma nova 

complementação da solução (MILLER; SWANDSON; WICK82, 2000). 

Para as células endotelias (vasos sangüíneos) do tecido pulpar, o 

anticorpo utilizado foi o Fator de Von Willebrand – Fator VIII, ref. RB-281-A, 

NeoMarks Fremont, CA, diluído na proporção de 1:500. O processo de diluição 

é indicado pelo fabricante e a realização da técnica  seguiu o protocolo de 

imuno-histoquímica para Fator VIII do laboratório do Dr. Jacques Nör da 

Universidade de Michigan.  

O fator de von Willebrand (FVIII RAg) e Fator VIII formam um 

complexo biomolecular, sendo este um fator de coagulação sangüínea 

essencial para o processo de hemostasia normal nas células endoteliais, que 

revestem os vasos sangüíneos de tecidos pulpares humanos normais e em 
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processo inflamatório (JACOBY et al.57, 1991). Nas células endoteliais 

humanas, os corpúsculos de Weibel- Palade são organelas especializadas e 

peculiares que desempenham algum papel no processo de coagulação 

sangüínea, já que tais estruturas armazenam o Fator de von Willebrand, 

antígeno relacionado com o Fator VIII (RUGGERI; ZIMMERMAN111, 1987).  O 

fator de von Willebrand é um polímero com subunidades de 220 kDa.  Funciona 

como um veículo carreador para o fator VIII e é encontrado no plasma humano 

na concentração de 5 a 10 µg / ml, tendo sido identificado no citoplasma das 

células endoteliais, megacariócitos e plaquetas (RUGGERI; ZIMMERMAN111, 

1987). Entretando somente as células endoteliais e megacariócitos sintetizam o 

fator de von Willebrand (JAFFE; HOYER; NACHMAN58, 1974).  

Jacoby et al.57, 1991, demostraram que todas as classes de 

vasos sangüíneos (capilares, arteríolas, artérias, vênulas e veias) foram 

positivas à presença do fator de von Willebrand pela imunomarcação. Com 

base nesses resultados, não houve a necessidade de se realizar um controle 

positivo em nossa pesquisa.   

A imunomarcação para o fator de Von Willebrand (específico para 

células endoteliais- vasos sangüíneos) tanto no estudo in vitro com no in vivo 

foi realizada com o objetivo de se verificar a viabilidade do tecido pulpar, já que 

a presença de vasos sangüíneos ativos em qualquer tecido sugere que o 

mesmo ainda se encontra viável e, possivelmente, com aspectos de 

normalidade. Além disso,  pode-se quantificar o número de vasos sangüíneos 

de acordo com os trabalhos de NÖR et al.94, 2001 e SONG et al.129, 2004,  

possibilitando, dessa forma, no caso desta pesquisa, uma análise do efeito do 

VEGF sobre o tecido pulpar humano após a cultura. 

Utilizou-se, como protocolo de imunomarcação, o método da 

imunoperoxidase (Streptoavidina-Biotina), já realizado em alguns estudos de 

imuno-histoquímica (JACOBY et al.57, 1991, MATTUELLA80, 2005 e de 

CARNEIRO18, 2006). Para a realização da técnica utilizou-se o kit da Dako 

Cytomation Envision +Sistema Streptavidin-HRP (AEC). Esse método de 

coloração é de alta sensibilidade e explora a capacidade de conjugação de 100 

moléculas de enzimas e 20 moléculas de anticorpos em uma cadeia de 

dextrana, formando um polímero de anticorpos e enzimas. A conjugação ocorre 

sem destruição da reatividade do anticorpo e permite aumentar a sensibilidade 
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da coloração com redução do número de etapas. Assim, a seqüência é 

composta da aplicação do anticorpo primário, anticorpo secundário marcado 

com a enzima e substrato.  

 

 
6.1.4   Estudo in vitro – Teste do  Tunel  (In situ cell death detection kit, 

AP) 
 

 

O maior mecanismo fisiológico de remoção celular é o 

fenômeno de apoptose (ISRAELS; SRAELS56, 1999). A maioria dos tecidos 

sofre um freqüente processo de renovação celular, mantendo constante o 

número de células, graças ao equilíbrio existente entre a contínua proliferação 

e morte das células. Nesse caso, trata-se de uma forma fisiológica normal de 

morte celular que se caracteriza por um processo ativo de alterações 

morfológicas e fisiológicas, conhecido como apoptose (JORDÃO; ANDRADE61, 

2000). Muitas vezes, essa morte por apoptose é também conhecida como 

morte celular programada, porque envolve a ativação de um programa genético 

para o desmantelamento da célula (JORDÃO; ANDRADE61, 2000). 

A apoptose é essencial em muitos processos fisiológicos, 

incluindo, entre eles, o desenvolvimento do tecido embrionário, do tecido 

nervoso e o processo de reparo e remodelação tecidual (NÖR; POLVERINI92, 

1999). A regulação inapropriada do processo de apoptose celular pode 

desempenhar um importante papel no desenvolvimento de inúmeras condições 

patológicas como isquemias, doenças cardíacas, câncer, SIDA, 

hepatotoxicidade e doenças degenerativas do sistema nervoso central. A 

remoção de neutrófilos da resposta inflamatória, a morte celular ocorrida pela 

utilização de agentes quimioterápicos-antineoplásicos são alguns exemplos de 

remoção celular pelo processo de apoptose (ISRAELS; ISRAELS56, 1999). 

As mudanças morfológicas que ocorrem durante a 

apoptose incluem a fragmentação do DNA, resultante de clivagens entre os 

nucleossomos, a condensação da cromatina e a fragmentação nuclear em 

pequenos núcleos, o que dá à célula o aspecto granulado. Mitocôndrias 

também apresentam modificações fisiológicas com a apoptose, entre as quais 
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se incluem mudanças no transporte de elétrons, liberação de ativadores de 

caspases e alteração no potencial de oxi-redução (JORDÃO; ANDRADE61, 

2000). Há uma quebra na arquitetura do citoesqueleto, a célula se contrai e se 

fragmenta em vesículas revestidas por membrana denominadas corpos 

apoptóticos (JORDÃO; ANDRADE61, 2000, ISRAELS; ISRAELS56, 1999). Pelo 

fato de serem revestidas por membrana, esses fragmentos são reconhecidos e 

fagocitados pelos macrófagos ou por células vizinhas. As células que morrem 

por apoptose são removidas do tecido sem que haja extravasamento de 

conteúdo celular, o que, normalmente, é a causa da inflamação (JORDÃO; 

ANDRADE61, 2000). Como esses corpos apoptóticos não induzem significante 

liberação de citocinas pelas células fagocitárias, o processo progride sem 

indução concomitante de uma resposta inflamatória (ISRAELS; ISRAELS56, 

1999). 

Este presente trabalho identificou e quantificou células 

apoptóticas nos cortes histológicos do tecido pulpar das fatias dentárias 

submetidas a cultura por  7 dias (in vitro),  e identificou, também, através da 

marcação, as células apoptóticas nos cortes provenientes do estudo in vivo 

resultado da implantação das fatias dentárias no subcutâneo dos camundongos 

imunodeprimidos (avaliação qualitativa). Para a mensuração da morte celular, 

tanto no estudo in vitro como no estudo in vivo, utilizou-se o teste do tunel (In 

situ cell death detection kit, AP – cat. N°1684809 – Roche)55, seguindo-se as 

instruções do fabricante e algumas publicações59,94,95,96,129,131. Esse teste 

proporcionou, por meio da visualização através do microscópio de transmissão 

de luz, a detecção das quebras nas cadeias de DNA nas células apoptóticas 

individuais. A marcação enzimática permite a detecção de um evento 

apoptótico mesmo antes de ocorrer alteração na morfologia e mesmo antes 

que o fragmento de DNA torne-se detectável no citoplasma. Ele pode detectar 

também estágios precoces da fragmentação de DNA nas células apoptóticas. 

Esta consideração é importante, especialmente nos casos em que o processo 

de apoptose é estudado in vivo, por exemplo nos cortes teciduais, pois as 

células apoptóticas são rapidamente e eficientemente removidas in vivo 

(http://www.roche-applied-science.com/pack-insert/11684809910a.pdf )55.  

 Para a visualização da marcação das células apoptóticas, 

o fabricante indica a utilização da solução Fast Red ou a utilização do substrato 



 

 

107

de fosfatase alcalina (BCIP/NBT). Após a verificação dos resultados obtidos 

com o Fast Red, optou-se pela utilização do substrato de fosfatase alcalina 

BCIP/NBT- working solution Cat n°SK- 5400, responsável pela coloração azul 

escuro. Novamente, tentando seguir as orientações do fabricante, procuramos 

realizar a coloração de fundo com 5% de metila verde (methyl green) ou com a 

hematoxilina, porém ambas as colorações não ofereceram um bom contraste 

com a marcação azul escuro das células apoptóticas; por essa razão optou-se 

pela não-realização da coloração de fundo.  

Realizou-se o controle negativo seguindo-se as etapas 

para a realização do teste de Tunel indicadas pelo fabricante. Porém, neste 

caso, a  mistura completa para reação de Tunel não foi aplicada nos cortes, 

mas somente foi aplicado um dos reagentes da mistura a Label solution (sem 

terminal transferase). Não ocorreu, dessa forma, a detecção da área de 

fragmentação do DNA. 

A realização do teste de Tunel, nesta pesquisa, teve como 

objetivo tentar verificar a existência ou não de uma correlação entre o efeito do 

VEGF na angiogênese pulpar, revascularização  e o processo de apoptose 

celular. 

 

 

6.1.5 Estudo in vivo  
 

 

O modelo de estudo da angiogênese humana utilizando 

camundongos imunodeprimidos (SCID mouse) fez parte de uma investigação 

desenvolvida no laboratório do Dr. Jacques Nör, sendo encontrado na literatura 

em algumas de suas  publicações94,95,96 e servindo como uma referência para o 

estudo do desenvolvimento fisiológico da microcirculação, estudo das 

respostas neovasculares patológicas, como no caso da angiogênese tumoral, e 

para o desenvolvimento e investigação de estratégias designadas para o 

melhoramento no processo de neovascularização na engenharia de tecidos e 

órgãos humanos. Esse modelo demonstrou que a implantação de matrizes de 

polímero biodegradáveis contendo células endoteliais humanas (HDMECs), no 

subcutâneo dos camundongos imunodeprimidos, resultou na diferenciação  das 
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mesmas em microvasos humanos funcionais que se anastomosaram com a 

vasculatura do camundongo imunodeprimido.  

 A partir de então, esse modelo vem sendo mencionado e 

realizado por outros pequisadores em suas publicações envolvendo estudos de 

terapia genética antiangiogênica (SONG et al.129, 2004). 

Neste trabalho procurou-se associar os conhecimentos 

adquiridos com a metodologia proposta pelo Dr. Nör, no que se refere ao 

modelo de estudo da angiogênese humana, com as publicações do Dr. Antony 

Smith, que preconizava o estudo de fatias dentárias humanas em cultura.  A 

associação dessas duas metodologias teve como princípio trazer esses 

conhecimentos para a área da Odontologia, especialmente nas especialidades 

que necessitam de uma melhor compreensão da angiogênese da polpa 

dentária humana, dentre elas a especialidade de Endodontia, em que  o 

processo de revascularização pulpar em casos de reimplante dentário, 

principalmente em dentes com rizogênese incompleta, não está ainda bem 

elucidado. A carência de um modelo de estudo in vivo utilizando a implantação 

de fatias dentárias com tecido pulpar humano no subcutâneo de camundongos 

imunodeficientes instigou a realização desta metodologia. Sabe-se que muitos 

dos estudos in vivo desenvolvidos na especialidade de Endodontia foram 

realizados utilizando polpas dentárias de origem não humana e que, na maioria 

das vezes, quando se encontram trabalhos realizados utilizando polpa humana, 

os mesmos não estão voltados para a elucidação do papel dos genes 

humanos,  o papel das proteínas pro-apoptóticas na angiogênese pulpar. Além 

disso, a polpa dental de roedores como os ratos e camundongos respondem à  

terapia de modo significantemente diferente quando comparado à resposta da 

polpa humana. Por essa razão, a pesquisa foi baseada na implantação de 

fatias de dentes humanos em subcutâneo de camundongos imunodeprimidos 

(SCID). Com a criação deste modelo de estudo abriu-se o caminho para que 

essas informações sejam obtidas em  futuras pesquisas, envolvendo os 

conceitos da Biologia molecular,  as quais, poderão elucidar e proporcionar 

novas diretrizes para o protocolo de tratamento em casos de reimplante 

dentário, especialmente em dentes com rizogênese incompleta.  

Para a realização deste estudo, foram utilizados 

camundongos imunodeficientes (CB.17. SCID) fêmeas, pesando em média 18 



 

 

109

a 25 gramas, estando de acordo com os trabalhos de NÖR et al.94,95, 2001, 

NÖR et al.96, 2002, POLVERINI103, 2002 e POLVERINI et al.104, 2003.  Os 

procedimentos cirúrgicos foram realizados em  animais com 10 semanas de 

vida. Os animais foram obtidos do Laboratório do Charles River, após a 

aprovação da Comissão de ética da Universidade de Odontologia de Michigan 

para pesquisas envolvendo animais, projeto UCUCA 8754.  

Todos os procedimentos cirúrgicos, entre eles os 

anestésicos (ketamina, xilazina), técnica de anestesia (intraperitonial –IP), o 

tamanho da incisão (1cm), o uso de Vetbond, cola adesiva cobrindo toda a 

extensão da incisão em vez da sutura convencional, os cuidados com o 

manuseio do animal pré e pós-operatório, já descritos no capítulo de materiais 

e métodos, foram realizados seguindo as orientações do manual institucional 

de pesquisas envolvendo animais da Universidade de Michigan (UCUCA) e os 

trabalhos de NÖR et al.94,95, 2001, NÖR et al.96, 2002, POLVERINI103, 2002,  

POLVERINI et al. 104, 2003 e SONG et al.129, 2004. 

A maioria dos trabalhos envolvendo a implantação de 

matriz de polímero biodegradável contendo células utilizou dois implantes por 

animal94,95,96,103,104,129. No presente estudo, devido aos problemas encontrados 

no processo de obtenção dos cortes histológicos provenientes das fatias 

dentárias em cultura, preferimos utilizar quatro fatias dentárias por animal, 

sendo distribuídas duas no lado direito (superior e inferior) e duas no lado 

esquerdo (superior e inferior).  

Utilizamos seis animais para a realização deste estudo, 

pois além do custo do camundongo imunodeprimido ser muito alto, não só do 

animal em si, mas da sua manutenção e dos cuidados pré e pós-operatórios, 

não foi necessária uma amostra maior para verificação dos resultados obtidos. 

O comitê de ética da Universidade de Michigan, envolvendo o uso de animais 

em pesquisa laboratorial, é bastante rígido nesse sentido.  

As fatias dentárias permaneceram 7 dias no subcutâneo do 

camundongo imunodeficiente, já que, de acordo com o trabalho de NÖR et al., 

2001, os implantes (matriz de polímero biodegradável contendo células) 

mantidos em cinco dias no subcutâneo de camundongos imunodeficientes 

tornaram-se encapsulados pelo tecido conjuntivo fibroso permeado pelos vasos 

sangüíneos demonstrando, entre o período de 7 a 10 dias, a diferenciação das 
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células endoteliais em microvasos funcionais. Dessa forma, optamos pelo 

período de sete dias para se verificar o estado de normalidade ou não do tecido 

pulpar após a implantação das fatias dentárias. Após esse período, os animais 

foram mortos pela técnica de deslocamento cervical.  

 

 

6.2 RESULTADOS 
 

 

Fazendo uma breve recapitulação para se iniciar a 

discussão dos resultados encontrados aqui neste estudo, os objetivos desta 

pesquisa foram avaliar o efeito do VEGF na angiogênese e na apoptose da 

polpa dentária humana, e desenvolver um modelo (in vivo) para o estudo do 

processo de revascularização da mesma. 

 Sabe-se que o VEGF é um fator de crescimento mitógeno 

para as células endoteliais e, portanto, um potente fator 

angiogênico33,34,35,36,37,38,39,40,41,42. Tem sido considerado um dos responsáveis 

pela promoção de revascularização dos tecidos isquêmicos10,48,70 e formação 

de vasos sangüíneos (YANCOPOULOS et al.143, 2000). A maioria dos estudos 

o apontam como o maior regulador da angiogênese 

fisiológica33,34,35,36,37,38,39,40,41,42. O VEGF apresenta  três RTK,  VEGFR-1, o 

VEGFR-2 e o VEGFR-3 (FERRARA42, 2003, HOEBEN et al.53, 2004,  HICKLIN; 

ELLIS52, 2005). O VEGFR-1 e o VEGFR-2 são expressos pelas células 

endoteliais da parede vascular. A união do VEGF a esses receptores inicia uma 

cascata de eventos que finalmente estimula o crescimento/ sobrevivência e 

proliferação das células do endotélio vascular (http://www.Anti-

VEGF.com.br/publico/ciencia_1htm.32 / NÖR et al.95, 2001). As células 

endoteliais desempenham funções em variados processos como 

vasoconstrição/ vasodilatação, apresentação de antígenos e são componentes 

essenciais dos vasos sangüíneos, capilares, veias e artérias. Portanto, ao 

estimular as células endoteliais, o VEGF desempenha um papel central na 

angiogênese. 

Com base nos conhecimentos adquiridos através da 

literatura  sobre o VEGF, a ciência odontológica voltou seus estudos para a 
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área de Biologia Molecular, Genética  e Engenharia Tecidual para dar início a 

uma nova fase da Odontologia, fase esta mais voltada para o aspecto biológico 

propriamente dito.  

Sabe-se que ainda hoje, um dos fatores limitantes para  a 

evolução no tratamento de dentes avulsionados é a carência de um bom 

modelo para se estudar o processo de revascularização/angiogênese da polpa 

dentária humana. Inúmeros trabalhos na Odontologia foram e têm sido 

desenvolvidos para melhor compreensão da relação do fator de crescimento 

vascular endotelial (VEGF) na Biologia Pulpar (MATSUSHITA et al.78, 1999, 

MATSUSHITA et al.79, 2000, ROBERTS-CLARK; SMITH108, 2000, ARTESE et 

al.5, 2002, BOTERO et al.13, 2003, TELLES et al.133, 2003, DERRINGER; 

LINDE25, 2003, DERRINGER; LINDE26, 2004; MANTELLINI et al.77,2003, 

SODEN127, 2005), bem como a detecção e a avaliação de seus receptores, in 

vitro. Este tópico é encontrado nos trabalhos de MATSUSHITA et al.79, 2000, 

na pesquisa com citometria de fluxo de células em cultura primária.  E no 

trabalho de MATTUELLA80 (2005) que detectou, por meio da técnica de imuno-

histoquímica para VEGFR-2, que as células pulpares endoteliais de dentes 

decíduos e permanentes jovens expressaram o VEGFR-2, sendo que uma 

intensidade maior foi observada nos dentes decíduos por meio da imuno-

marcação. Porém a função ou efeito que o VEGF desempenha na polpa 

dentária permanece desconhecido (BOTERO et al.13, 2003). 

Este trabalho envolveu o uso do modelo de cultura de 

órgãos  utilizando fatias dentárias, para o estudo da polpa dentária, o qual foi 

descrito por SLOAN et al.125, 1998, MURRAY et al.88, 2000 e MURRAY; 

SMITH87 em 2002, combinando os princípios básicos dos trabalhos de 

MAGLOIRE; JOFFRE; BLEICHER76, 1996, que analisaram, por meio da cultura 

de fatias dentárias humanas, o comportamento do tecido pulpar seguido de 

preparo cavitário dentinário. Os autores sugeriram, através de seus resultados, 

que  esse modelo de cultura (fatias dentárias) foi  um método útil para se 

testarem os fatores que regulam o processo de reparo da polpa dentária, já que 

a mesma demonstrou, in vitro,  sua  recuperação após a injúria, estando de 

acordo com o trabalho de PARRISH; GANDOLFI; BRENDEL100, 1995, o qual 

enfatizam que a cultura de fatias dentárias é um modelo de estudo in vitro que 
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mantém a interação normal entre as células tanto quanto a integridade 

microvascular do tecido. 

Nosso estudo demonstrou o efeito de 50 ng/ml  da proteína 

recombinante humana VEGF-165, (isoforma mais amplamente utilizada) 

aplicada ao tecido pulpar submetido a cultura pelo período de 7 dias. A 

viabilidade do complexo foi mantida durante todo o período, apresentando uma 

boa preservação celular e morfologia tecidual, estando de acordo com os 

trabalhos de MAGLOIRE; JOFFRE; BLEICHER76, 1996, os quais 

demonstraram que o complexo dentina/polpa das fatias dentárias humanas 

manteve sua viabilidade celular por longos períodos de cultura. Deve-se 

ressaltar que esse modelo para cultura de órgãos (fatias dentárias), utilizado 

nesta pesquisa, providenciou a oportunidade para a manipulação de tecidos 

pelo fato de o mesmo ser imerso em um meio de cultura com VEGF. O uso de 

soro bovino fetal inativado pelo calor como um suplemento de crescimento no 

meio de cultura facilitou o estudo do efeito do VEGF sobre o comportamento 

tecidual (SLOAN et al.125, 1998). A longa manutenção da morfologia fenotípica 

dos odontoblastos pode estar correlacionada à presença de tecido dentinário, o 

contato entre ambos é requerido para que o odontoblasto mantenha sua 

morfologia e atividade secretora (HEYWOOD; APPLETON51, 1984), ou pelos 

componentes da matriz dentinária (TZIAFAS; KOLOKURIS137, 1990, TZIAFAS; 

ALVANOU;KAIDOGLOU138, 1992, TZIAFAS et al.139 1992.,  SMITH  et al.126, 

1994) liberados durante o provável processo de desmineralização produzido 

pelo ácido ascórbico presente no meio de cultura. Porém, em algumas lâminas, 

observamos que a camada odontoblástica não se manteve totalmente íntegra, 

apresentando a mesma alguns espaços vazios ou vacúolos, com odontoblastos 

de forma cubóide diferenciando- se da  sua forma original mais alongada. 

Mesmo com a presença de alterações celulares, o tecido pulpar manteve-se 

com aspectos de normalidade (Figura A- DISCUSSÃO), estando de acordo 

com os resultados de MAGLOIRE; JOFFRE; BLEICHER76, 1996, que também 

relataram mudanças morfológicas na camada odontoblástica, permanecendo 

tecido pulpar com aspectos de normalidade após a cultura. 
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Figura A - Aspectos da camada odontoblástica, morfologia dos odontoblastos e aspectos de 
normalidade do tecido pulpar após o período de 7 dias em cultura  com VEGF (A.1) e após a 
implantação das fatias dentárias no subcutâneo dos camundongos imunodeficientes (A.2). HE 
com 400x de magnificação. 

 

Nosso critério para considerar microscopicamente a 

ocorrência de uma revascularização, através da coloração de HE, foi a 

presença de um tecido vital (tecido pulpar com presença de camada 

odontoblástica, com vasos sangüíneos, fibroblastos, outros tipos celulares na 

região central e áreas com fibras colágenas) sem a evidência de reação 

inflamatória, mas com poucas imagens sugestivas de degeneração celular; 

estando de acordo com os critérios utilizados por SKOGLUND; TRONSTAD124, 

1981 e RITTER et al.107, 2004 em seus trabalhos.  A ausência de angiogênese 

e revascularização levaria a morte do tecido pulpar após esse período de 7 

dias. 

A técnica Imuno-histoquímica com anticorpos para o Fator 

de Von Willebrand (Fator VIII) demonstrou que o tecido pulpar no grupo 

experimental (50ng/mL VEGF) promoveu uma diferença significante (p< 0.05) 

no número de vasos sangüíneos marcados (média de 67,8; dp  26,7) 

comparado com o grupo controle (média 46,2; dp 18,9) sem VEGF (tabela 1; 

figura 9). Encontramos na literatura alguns trabalhos que utilizaram o Fator VIII 

para a marcação das células pulpares endoteliais como o trabalho de ARTESE 

et al.5, 2002, e JACOBY et al.57, 1991, no qual os autores demonstraram que a 

marcação positiva para o Fator VIII nas células endoteliais não foi somente 

encontrada nos capilares, mas também nas arteríolas, vênulas, artérias e  
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veias. Os vasos sangüíneos (artérias e arteríolas) foram intensamente 

marcados por este anticorpo, porém nem todos os vasos sangüíneos foram 

positivos para o Fator VIII, tanto em  polpas saudáveis ou inflamadas (JACOBY 

et al.57, 1991). Nossa marcação também sugeriu marcação positiva para Fator 

VIII em capilares, artérias e arteríolas, porém em algumas lâminas pôde-se 

observar ausência de marcação em alguns vasos sangüíneos presentes. 

JACOBY et al.57, 1991, explicam que nem todas as células endoteliais 

possuem a organela chamada de corpos ou corpúsculos de WEIL-PALADE, 

responsável pelo armazenamento do Fator VIII. Assim, a ausência dessa 

estrutura no citoplasma das células endoteliais poderia ser a responsável pelo 

não-armazenamento do Fator VIII e, conseqüentemente, ser a responsável 

pelo ausência da imunomarcação.  

 Não sabemos exatamente o papel do VEGF no tecido 

pulpar, mas nossos resultados in vitro sugeriram que o VEGF (grupo 

experimental) pode promover um aumento no número de vasos sangüíneos 

(tabela 1; figura 9), porque a sua presença no meio de cultura pode proteger 

uma maior quantidade  de células contra o processo de apoptose, 

especialmente as células endoteliais. Independentemente do fato de a análise 

estatística dos grupos (com e sem VEGF) para o  teste de Tunel (identificação 

de células apoptóticas) não ter demonstrado diferença estatística significante 

entre eles (tabela 1; figura 10), esses dados estão de acordo com o trabalho de 

NÖR et al.93, 1999. Eles relataram que o VEGF tem demonstrado ser um 

potente mediador do processo de angiogênese, aumentando a sobrevivência 

das células endoteliais sustentando, desse modo, o processo de angiogênese 

pela indução da expressão de uma proteína antiapoptótica Bcl-2. Sabe-se que 

somente as células endoteliais têm o receptor do VEGF. Como conseqüência, 

sua sobrevivência é aumentada pelo tratamento com o mesmo, (KERBEL65, 

2000, NOR et al.96, 2002) fato esse que será discutido subseqüentemente. As 

células endoteliais constituem o revestimento de todo o sistema vascular 

(RODD; BOISSONADE109, 2005). O ambiente criado pela sobrevivência das 

células endoteliais é extremamente necessário para a manutenção da 

vascularização pulpar.  

De acordo com os conhecimentos, através da literatura, 

sabe-se que para que ocorra a transdução do sinal, não basta somente a 
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proteína estar disponível na matriz extracelular (MEC). A presença de um 

receptor protéico é essencial para permitir  a ligação da molécula sinalizadora. 

A partir desta ligação uma cascata de eventos (sinalização) é iniciada e o 

comportamento celular direcionado de acordo com o tipo de célula-alvo 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO62, 2000, NÖR91, 2005). Os estudos ainda hoje não 

relatam um entendimento completo sobre as propriedades individuais de cada 

receptor na sinalização do VEGF. O que se sabe é que o VEGFR-1 

desempenha a função de um decoy-receptor, ou seja, ele atua de forma a 

limitar a ligação do VEGF ao VEGFR-2, modulando, assim, a sua atividade, 

sendo também um receptor capaz de gerar, de alguma forma, um sinal 

mitogênico (WALTENBERGER et al.142, 1994, FERRARA; GERBER; 

LeCOUTER42,2003, HICKLIN; ELLIS52, 2005). A literatura é unânime sobre as 

propriedades biológicas do VEGFR-2, caracterizando-o como um receptor de 

maior importância no processo de angiogênese e aumento dos efeitos da 

permeabilidade do VEGF, estando o mesmo envolvido no processo de 

diferenciação das células endoteliais (NEUFELD et al.89, 1999, FERRARA35, 

1999) quimiotaxia e sobrevivência celular (FERRARA; GERBER; LeCOUTER42, 

2003, MOULD et al.86, 2005). Por essa razão, o VEGFR-2 foi um dos alvos 

deste estudo. 

Nossos resultados, através da análise de RT-PCR, 

demonstraram que a expressão do VEGFR-2 mRNA foi observada nas células 

endoteliais da microvasculatura da derme humana - HDMECs, mas não nas 

outras 3 linhas celulares (células pulpares indiferenciadas de camundongo, 

OD-21 (HANKS et al.49, 1998), células do tipo odontoblasto de camundongo - 

MDPC-23 (HANKS et al.49,1998) e macrófagos de camundongo (RAW 264.7, 

ATTCC, Manassas, VA, USA). Esse resultado nos possibilitou entender que o 

aumento ou proteção do número de vasos sangüíneos, na presença de VEGF 

no meio de cultura do grupo experimental, pode ter correlação com o fato de as 

células endoteliais demonstrarem, pela análise de RT-PCR, que possuem o 

receptor VEGFR-2 para o VEGF. Qualquer fenômeno que tenha ocorrido, seja 

revascularização, aumento do número de células e vasos, ou proteção das 

células e vasos já existentes, é decorrente da atuação do VEGF  sobre as 

células endoteliais e não sobre as células específicas da polpa. O VEGF, como 

já relatado anteriormente, pode desempenhar um papel extremamente 
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importante no crescimento endotelial, sobrevivência e função (MOULD et al.86, 

2005). 

KATSUBE et al.63, 2005, demonstraram  em seus estudos 

o efeito da terapia genética com VEGF no processo de aceleração e aumento 

da angiogênese do osso necrótico. A extensão do processo de 

neoangiogênese foi significantemente maior no grupo tratado com VEGF do 

que no grupo controle após o período de uma semana pós-operatório. Não 

podemos comparar seus resultados com os da nossa pesquisa, mas 

simplesmente discutir o efeito positivo da terapêutica angiogênica com VEGF 

com o intuito de promover uma angiogênese, revascularização em tecidos 

isquêmicos, tópico este amplamente explorado na literatura atual (KORANSKY, 

ROBBINS, BLAU70, 2002, KLEIMAN et al.69, 2003, BARANDON et al.10, 2004, 

MOULD et al.86,2005, GOUNIS et al.48, 2005). 

No que se refere ao grupo controle (sem VEGF), a 

manutenção da vascularização pulpar e tecido com aspectos de normalidade 

podem ser explicados através dos resultados obtidos por BOTERO et al.13, em 

2003, em que os autores sugeriram que as células MDPC-23 e OD-21 são 

importantes fontes celulares de VEGF na polpa dental.  Além disso, a 

expressão de VEGF na matriz dentinária relatada por ROBERTS-CLARK; 

SMITH108, em 2000, sugere que o VEGF  está também presente durante o 

processo de dentinogênese. Podemos, ainda, inferir que talvez outro fator de 

crescimento pró-angiogênico possa estar envolvido na sobrevivência do tecido 

pulpar. DERRINGER; LINDEN25, 2003, relataram que há evidência de que 

diferentes indivíduos possam apresentar diferentes níveis de fatores de 

crescimento angiogênicos. 

Nós sabemos que os estudos in vitro são rápidos e 

reproduzíveis consistentemente, porém eles não nos permitem estudar as 

complexas interações fisiológicas  que ocorrem in vivo (STATON et al.131, 

2004). 

Um dos fatores limitantes para o aprimoramento no 

tratamento de dentes imaturos avulsionados é a falta de um bom modelo para 

o estudo da revascularização/angiogênese da  polpa dentária humana. Por 

essa razão, consideramos que um dos mais importantes resultados 

demonstrados nesta pesquisa foi a caracterização de um novo modelo de 
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estudo para o processo de angiogênese pulpar humana utilizando 

camundongos imunodeprimidos. Isso permitiu que se combinassem os 

princípios básicos da metodologia de SLOAN  et al.125, 1998, com a concepção 

da indução de vascularização nos camundongos imunodeprimidos, publicada 

por NÖR et al.94, 2001. 

Sete dias após a implantação das fatias dentárias nos 

camundongos imunodeprimidos, observamos, com base nos resultados 

obtidos, a presença de um tecido pulpar vital com um significante número de 

vasos sangüíneos imunomarcados pelo fator VIII, células (HE), presença de 

camada odontoblástica (HE), poucas células apoptóticas (marcação pelo teste 

de Tunel) e um tecido pulpar sem qualquer evidência de reação inflamatória. 

Sugere-se que a vitalidade (vascularização) do tecido pulpar humano pode ser 

mantida pela anastomose entre os microvasos (microcirculação) funcionais 

organizados pelas células endoteliais com a vasculatura existente no 

camundongo, de acordo com o resultados dos trabalhos de NÖR et al.94, 2001 , 

onde foi verificado anastomose entre as células endoteliais humanas  

transplantadas em matrizes biodegradáveis com a vasculatura já existente do 

camundongo imunodeprimido. A fatia dentária implantada, no momento de sua 

remoção, apresentou um tecido pulpar com aparência altamente vascularizada. 

Acreditamos que há muitas razões diferentes para o resultado bem sucedido 

com nosso modelo de estudo para angiogênese da polpa humana utilizando 

camundongos imunodeprimidos. Sugerimos, neste relato, algumas delas.  

Sabemos que existem muitos fatores de crescimento pró-angiogênicos, os 

quais podem estar envolvidos no processo de angiogênese. Este modelo de 

estudo in vivo foi realizado com sucesso pela primeira vez, na literatura, e 

abrirá caminho e novas diretrizes para a realização de inúmeros experimentos 

que poderão elucidar importantes questões na área da Endodontia, 

especialmente para os casos de reimplante dentário de dentes com rizogênese 

incompleta, cuja única forma de tratamento, hoje em dia, é a espera da 

revascularização fisiológica. Os resultados obtidos com o VEGF no estudo in 

vitro serviram para fornecer um pouco mais de conhecimento em relação ao 

efeito benéfico do VEGF sobre o tecido pulpar humano, já que, em muitas 

situações clínicas, como no caso do reimplante dentário, o aumento da 
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vascularização é uma premissa desejada. Nesse caso, o VEGF seria aplicado 

no ápice radicular e não promoveria o aumento da pressão intra-pulpar. 

Com base nos resultados desta pesquisa, propomos a 

realização de futuros trabalhos utilizando este modelo de estudo para se 

confirmarem os resultados obtidos in vitro com o VEGF.  Quem sabe, em um 

futuro próximo, poderemos instituir no protocolo de tratamento de dentes 

avulsionados, num  primeiro momento em casos de rizogênese incompleta, a 

aplicação desse fator pró-angiogênico (VEGF). Sabemos que a procura por 

soluções e materiais ideais para qualquer área de conhecimento dentro da 

Odontologia, atualmente, deve estar direcionada ao conhecimento de proteínas 

expressas pelo nosso próprio organismo as quais, com o auxílio dos princípios 

de Biologia Molecular e Terapia Genética poderão vir a ser investigadas para 

que, desse modo, os resultados laboratoriais possam ser transportados para a 

clínica odontológica. 
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7 - CONCLUSÕES 
 
 
 

Com base nos resultados deste trabalho pode-se concluir 

que: 

 
1. O modelo de cultura de tecido pulpar in vitro foi considerado adequado à 

avaliação da angiogênese pulpar; 

 

2. O fator de crescimento VEGF apresentou-se eficiente uma vez que: 

 

2.1 A técnica de imuno-histoquímica mostrou maior número de vasos 

sangüíneos no grupo tratado com VEGF do que no controle; 

 

2.2 O teste de Tunel evidenciou menor número de células apoptóticas no 

grupo tratado com VEGF do que no controle, apesar de não haver diferença 

estatística significante; 

 

2.3 A coloração HE mostrou tecido pulpar vital em ambos os grupos. 

 

3. O modelo de estudo da angiogênese pulpar humana utilizando 

camundongos imunodeprimidos apresentou-se adequado para responder a 

futuras indagações que envolvem o processo de angiogênese pulpar e o 

estudo de processos de revascularização pulpar. 
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ABSTRACT 
VEGF EFFECT ON PULP ANGIOGENESIS AND APOPTOSIS 

 

The Vascular endothelial growth factor (VEGF) plays an 

important role in angiogenesis by inducing endothelial cell proliferation, 

migration, and survival. To promote new vessel formation and improve collateral 

circulation, VEGF has been used to treat ischemic heart areas in cardiovascular 

disease. Maintenance of pulp vitality with VEGF may improve the outcomes of 

avulsed teeth, preventing premature tooth loss. The purpose of this study was 

to develop a model system to study the process of dental pulp 

revascularization, and assess the effect of VEGF-165 in the human pulp 

angiogenesis and apoptosis. Human tooth slices were maintained in vitro for 7 

days +/- VEGF (50ng/mL). Immunohistochemistry staining for Von Willebrand’s 

factor (Factor VIII) was used to quantify the number of vessels in pulp tissues. 

There was a significantly higher number of blood vessels in the VEGF group 

(67.8 Mean) compared to the control group (46.2 Mean, p<0.05).  Tunel Assay 

was used to determine the number of apoptotic cells in +/- VEGF groups.  RT-

PCR analyses of VEGFR-2 transcripts were used on human dermal 

microvascular endothelial cells (HDMECs), undifferentiated pulp cells (OD-21), 

mouse odontoblast-like cells (MDPC-23), and macrophages. VEGFR-2 

expression was detected in HDMECs but not in the other 3 cell lines.  Four 

tooth slices per mouse were subcutaneously implanted in the dorsal region for 7 

days. Pulp vitality was determined by histological and immunohistochemical 

analysis. Also, Tunel Assay was used to determine the number of apoptotic 

cells. SCID mouse model of pulp angiogenesis demonstrated to be a good 

model system to study revascularization of human dental pulps. Taking into 

account the findings of this study, it is suggested that VEGF could have a 

positive effect in the revascularization of avulsed teeth. It is hoped that this pulp 

angiogenesis model be useful to answer a number of new experimental 

questions in the area of Endodontics. 

 

KEY WORDS: Angiogenesis, Vascular endothelial growth factor (VEGF), 

VEGFR-2, Dental pulp and avulsion 
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APÊNDICE 
 
 
Transcrição reversa – Reação em cadeia de Polimerase (RT-PCR) (Reverse 
Transcriptase Polymerase Chain Reaction) 
 
 
Extração de RNA 
 

RNA total das células (OD-21,MDPC-23, macrófagos e HDMECs)  

foi extraído de acordo com as orientações do fabricante do RNAeasy  Mini kit, 

Qiagen, Valência CA, USA.  Todo o processo detalhado pode ser encontrado 

no endereço: http:// 

www.qiagen.com/literature/handbooks/rna/rnamini/1016272HBRNY Iso a nim 

cell.pdf. As amostras de RNA total foram mantidas a -80°C até o momento de 

sua utilização.Um dia antes da realização da extração de RNA, foram 

preparadas as células em placas (dishes) de 10mm, a fim de se obter um 

número suficiente de células para extração. As mesmas permaneceram na 

incubadora por 24h.  

 

Extração de RNA reagentes e equipamentos 

 

1. RNAeasy Mini kit  (Qiagen, Valencia CA, USA) 

2. 14.3 Mß- mercaptoethanol (β-ME) 

3. Rnase-free pontas e pipetas (estéril) 

4. Microcentrífuga ( com motor para tubos de 2mL) 

5. Seringas plásticas estéril  agulha 20  com 0.9 mm diametro) – para 

homogeneização 

6. Etanol (70%) 

 

Protocolo para extração de RNA  

 
1. Coleta das amostras 

 Aspirar o meio de cultura da placa preparado previamente à extração; 

 Lavar com tripsina 5ml ((corresponde a um frasco T75) e aspirar; 

 Adicionar 2.5ml de tripsina e deixar na placa por 3-5 minutos na incubadora; 
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 Adicionar 7.5ml de DMEM para neutralizar a tripsina, e colocar no tubo de 

ensaio de 15ml para centrifugação (800 rpm - 5 min -  4°C) para formação 

do pellet; 

 Ressuspender as células em PBS 1X (Gibco, Grand Island, NY,USA), 

centrifugar (800 rpm - 5 min - 4°C) para formação de um novo pellet.  O 

supernadante deve ser aspirado completamente; 

 Manter o tubo de 15ml com o pellet em gelo. 

 

2. Ruptura das células com tampão RTL (buffer RTL) 
 Primeiramente preparou-se a solução de β-ME/ Buffer RTL que foi 

adicionada ao pellet. (β-ME é uma solução tóxica que deve ser preparada 

no interior de uma capela de fluxo laminar). Para preparar a solução, 

adicione 10ul β-ME por 1ml de buffer RTL; 

 Adicionar 600 µl RTL para cada pellet, misture o pellet + RTL; 

 Colocar a amostra em um eppendorf; 

 Vortex 3 segundos. 

 

3. Homogeneização da amostra 
O lisado foi passado 5 vezes através de uma agulha 20 

com 0.9 mm  de diâmetro acoplada a uma seringa plástica estéril. 

 

4. Seissentos microlitros (600 µl) de etanol 70% foi adicionado na amostra 

homogeneizada, misturando-se esta solução através da pipetagem, sem 

centrifugar. 

 

5. Uma coluna Rneasy que retém o RNA (Rneasy mini column), foi colocada 

em um tubo de microcentrífuga (2mL) e 700 µl da mistura foi adicionado. O 

tubo foi fechado e centrifugado por 15 segundos/ ≥ 10,000 rpm. O filtrado foi 

descartado. O remanescente da mistura foi adicionado em outro tubo de 

microcentrífuga  e centrifugado como já citado. O filtrado  foi descartado. 
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6. DNase STEP: 
Tratamento do RNA total com Dnase 

Para que fosse evitada a possibilidade de contaminação do 

RNA total, extraído de diferentes células por DNA genômico, procedeu-se o 

tratamento de todas as amostras com o conjunto livre de DNAse e RNAse 

(RNAse-Free Dnase Set - Cat. n°. 79254) durante 15 minutos em temperatura 

ambiente. Este procedimento foi realizado seguindo-se as orientações do 

fabricante Rneasy mini kit. Todo o processo detalhado pode ser encontrado no 

endereço: htpp:/www.qiagen.com/literature/handbooks/rna/rnamini/1016272 

HBRNY cleanup.pdf. 

 

D1: Trezentos e cinqüenta (350 µl) de Buffer RW1  foi adicionado  no interior de 

uma coluna Rneasy, que retém o RNA, e centrifugado por 15 segundos / ≥ 

10,000 rpm para lavar o tubo de coleta. Descarte o filtrado  

 

D2: Adicionar 10 µl DNASE I solução de estoque em 70 µl do conjunto livre de 

DNAse e RNAse  (RNASE-free DNASE set) 

 

D3: Pipetou-se esta mistura DNASE I (80 µl) diretamente sobre a RNEASY 

sílica- gel  membrana, deixando-a sobre  a bancada  por 15 minutos. 

 

D4: Trezentos e cinqüenta (350 µl) de Buffer RW1  foi adicionado  no interior da 

coluna Rneasy, que retém o RNA, e centrifugado por 15 segundos/ ≥ 

10,000rpm. Descarte o filtrado. 

 

7. Transferiu-se a coluna Rneasy para um novo tubo de microcentrífuga (2ml) e  

500 µl de Buffer RPE foi adicionado. O tubo foi fechado e centrifugado por 15 

segundos/ ≥ 10,000 rpm para lavar a coluna Rneasy .  O filtrado foi descartado. 

 

8. Foi adicionado mais  500 µl  de Buffer RPE na coluna Rneasy. O tubo foi 

fechado e centrifugado por 2 minutos/ ≥ 10,000 rpm para secar a membrana  

de sílica-gel.   
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8.a. Colocou-se a  coluna Rneasy em um tubo novo de 2ml, descartou-se o 

antigo com o filtrado. Centrifugou-se em uma microcentrífuga na velocidade 

máxima por 1minuto. 

 

9. A coluna Rneasy foi transferida para um eppendorf novo de 1.5 ml e foi 

pipetado 30-50 µl de água livre de Rnase (Rnase-free water) diretamente sobre 

a membrana (Rneasy silica –gel). O tubo foi fechado e centrifugado por 1min / 

≥ 10,000 rpm. 

 

10. Vinte microlitros (20 µl) de água livre de Rnase (Rnase-free water) foi 

adicionado na mesma coluna Rneasy / eppendorf de 1.5 mL  e centrifugado por 

mais 1min /  ≥10,000 rpm. 

Com o RNA obtido, passou-se à realização da quantificação e 

determinação da qualidade do RNA total.  

 

Quantificação e qualidade do RNA total 
A concentração de RNA total nas amostras foi 

determinada por diluição do RNA (1:99 em Rnase free water)= 100x de diluição 

(1µl RNA + 99 µl RNase free water) e leitura em cubetas de quartzo em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 260nm. A fórmula para calcular 

a concentração de RNA total foi a seguinte: [RNA] = A260 x 40 x 100 (fator de 

diluição), sendo o resultado expresso em µg/mL. A qualidade do RNA, de 

acordo com os dados  obtidos com o espectrofotômetro, foi observada através 

da relação A260/A280, a qual foi considerada aceitável se estivesse maior que 

1,5 e menor que 2,2), pois valores neste intervalo indicam ausência de DNA na 

amostra. 

O restante do RNA foi acondicionado por dois dias na 

temperatura de - 20°C  para posteriormente ser armazenado na temperatura de 

- 80°C. 

 

Projeto- piloto 
 

Foi desenvolvido, durante o período de 3 meses, com o 

intuito de estabelecer os protocolos para a metodologia proposta.  Após a 
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resolução de inúmeros problemas surgidos, chegou-se ao resultado almejado, 

por meio do qual verificou-se que o tecido pulpar contido nas fatias dentárias 

mantidas em cultura por 7 dias manteve-se viável apresentando aspectos de 

normalidade celular e morfológicas (figura A).  Baseado nos resultados obtidos, 

deu-se início ao desenvolvimento da pesquisa proposta. 

 
Figura A - Tecido pulpar e camada odontoblástica com aspectos de normalidade, 
apresentando significante número de células e vasos sangüíneos. (HE 10x (A.1); e 400X (A.2; 
A.3) 
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