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1. INTRODUÇÃO 

A angiogênese é o processo de formação de novos vasos sanguíneos a partir 

de vasos pré-existentes (FERRARA, 1996). O Fator de crescimento vascular 

Endotelial (VEGF) é uma glicoproteína que desempenha papel central nesse 

processo (DVORAK, 2005), pois possui uma atividade mitogênica sobre células de 

origem endotelial (GONCALVES et al., 2007; MULLANE et al., 2008; 

JABBARZADEH et al., 2008). Estratégias utilizando VEGF recombinante (rhVEGF) 

para estimular a proliferação e migração de células endoteliais já obtiveram 

determinado sucesso (GALLER et al., 2012). Tal abordagem proporcionou em uma 

melhoria significativa do crescimento vascular, provando a hipótese de que o 

fornecimento de rhVEGF desencadeia a migração de células endoteliais 

hospedeiras (GALLER et al., 2012).  

O conceito básico da terapia gênica (TG) compreende a habilidade de inserir 

material genético no núcleo celular para manipular as proteínas que são produzidas 

pelo maquinário endógeno de determinada célula (SCHELLER et al., 2012). Com a 

aplicação da TG, genes específicos, como o VEGF, podem ser transferidos para 

células alvo de um determinado organismo vivo – Terapia Gênica In Vivo em 

organismos humanos. Entretanto, este tipo de terapia não é comumente realizado 

devido à dificuldade em transfectar somente as células de interesse e o risco de 

reação adversa devido à introdução do vetor (CAVAZZANA-CALVO et al., 2000). 

Como alternativa pode ser aplicada a Terapia Gênica Ex-Vivo (TGEx), na qual 

células são cultivadas e modificadas com a utilização de um vetor contendo o gene 

de interesse in vitro. Depois de transfectadas as células são implantadas em um sítio 

específico de um organismo (JABBARZADEH et al., 2008). Na odontologia, a 



 

combinação de TGEx com as técnicas de engenharia tecidual possui um grande 

potencial de aplicação nas estratégias de regeneração do órgão pulpar. A TGEx se 

mostrou eficiente na melhora da vascularização de constructs que foram semeados 

com células geneticamente alteradas para realizar a secreção de fatores pró-

angiogênicos (IWAGURO et al., 2002; JABBARZADEH et al., 2008). Por isso o 

objetivo deste estudo foi transfectar e avaliar a viabilidade de células-tronco de 

dentes decíduo (CTDD) transfectadas com vetor plasmidial contendo Fator de 

Crescimento Vascular Endotelial (VEGF). 

 

2. METODOLOGIA 

Células-tronco da polpa dental de dentes decíduos (CTDD), foram cultivadas 

a 37°C em 5% de CO2 usando meio de Eagle Modificado por Dulbeco (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium – DMEM) adicionado de nutriente HAM-F12 (1:1) (SIGMA) 

com baixo teor de glicose suplementado com 15% de soro fetal bovino HyClone e 

1% de solução de penicilina e estreptomicina (Gibco Penicilin-Streptomycin, 

Invitrogen) em frascos de cultivo de 75cm3, os quais foram incubado em uma 

atmosfera controlada - (37ºC – CO2 (5%) até atingir estágio de subconfluência de  

80% entre as passagens 3 e 7. Foi desenvolvido um vetor plasmidial (pIRES2-

AcGFP1) contendo VEGF. Após expansão (Escherichia coli TOP10), purificação e 

isolamento (Nucleobond® Xtra Maxi) o DNA exógeno foi quantificado por 

espectroscopia (260nm/280nm). O processo de transformação para inserção do 

plasmídeo nas células bacterianas foi realizado através de choque-térmico. CTDD 

(1x104) foram cultivadas (DMEM+Ham-F12 -85%- Hyclone -15%-; 37ºC, CO2-5%) 

em placas de 96 poços (24h) para que atingissem a subconfluência nos poços. Em 

seguida, Foi adicionado 200 ng de DNA plasmidial, e 0,3 µL de reagente 

Lipofectamine® 3000 (LP3) por poço conforme protocolo estabelecido pelos 

fabricantes. Foram avaliados os seguintes grupos de tratamento: (1) Controle 

Negativo DMEM+HAM-F12; (2) pEGFP-N1; (3) pIRES2-AcGFP1; (4) pEGFP-N1 + 

Lipofectamine® 3000; (5) pIRES2-AcGFP1 + Lipofectamine® 3000; (6) 

Lipofectamine® 3000.  Após 72h, foram adicionados a cada poço os fluoróforos 

DAPI (λ=358 nm) e LIVE/DEAD® (Calceína AM -λ=494/517nm- e ethidium 

homodimer1 -λ=517/617nm), para avaliação da viabilidade celular. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 



 

Os grupos experimentais, para avaliação do processo de transfecção das 

células-tronco foram divididos da maneira previamente para que pudéssemos 

observar, além da efetividade da transfecção das células do grupo experimental, a 

toxicidade ou capacidade de inibição do crescimento celular dos componentes 

utilizados no processo de inserção de material genético nas células-tronco. Neste 

contexto, pudemos observar que o processo de transfecção celular se mostrou 

efetivo somente para os grupos 4 e 5, nos quais o plasmídeos de interesse foi 

utilizado em conjunto com o agente transfectante. Apesar das células terem 

apresentado, visualmente uma baixa taxa de transfecção, o processo se mostrou 

efetivo.  

Os grupos 2 e 3 serviram para avaliar se a quantidade de plasmídeo utilizada 

na reação era efetiva e ao mesmo tempo citotóxica. Tendo isso em consideração, 

nos utilizamos de grupos experimentais para ter controle sobre toxicidade dos 

reagentes utilizados durante o processo de transfecção para que o trabalho de 

ajuste da concentração dos reagentes fosse sistematizado. Para isso foram 

estabelecidos 2, 3 e 6, além dos grupos contendo todos os reagentes necessários 

para o processo de transfecção. A aglomeração de núcleos corados em azul (DAPI) 

demonstrou a integridade do núcleo das CTDD. Os filamentos de actina mantiveram 

suas características preservadas (LIVE/DEAD®) indicando uma grande quantidade 

de células viáveis. 

 

4. CONCLUSÕES 

Desse resultado pudemos concluir que os plasmídeos quando adicionados 

sem o agente transfectante (Lipofectamine 3000®) não são efetivos no processo de 

inserção de material genético no interior do núcleo das células-tronco avaliadas 

nesse estudo (KERKIS et al., 2008).  

Pudemos observar que, apesar de efetivo, o processo de transfecção 

apresentou um baixo rendimento após a visualização sob microscopia ótica de 

fluorescência. O fabricante do Lipofectamine 3000®, indica que o material é capaz 

de estimular a transfecção de 70 – 90% da população celular submetida à reação, o 

que não foi observado em nossos ensaios iniciais. O estabelecimento dos grupos 

com plasmídeo controle (pEGFP-N1 e pEGFP-N1+Lipofectamine 3000®) foi de 

grande valia para que pudéssemos estabelecer um padrão de comparação para o 

comportamento do pIRES2-AcGFP1, de uso estabelecido nos laboratórios do 



 

PPGB-UFPel. Em nossos ensaios preliminares pudemos observar que as taxas de 

transfecção dos plasmídeos foram bastante semelhantes. Dessa constatamos que 

seria necessário ajustar as doses de plasmídeo e transfectante utilizadas. 
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