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1. INTRODUCAO

O Estresse Oxidativo (EO), desequilibrio entre producdo e remocao de
Radicais Livres (RLs) através do sistema antioxidante (HALLIWELL et al., 2004)
pode afetar significativamente moléculas biologicas essenciais como o DNA, as
proteinas e os lipidios levando a sua modificacao e frequentemente a inutilizacao,
inibindo sua funcdo normal (VALKO et al., 2007). O excesso de RLs esta
intimamente relacionado com mutacdes, envelhecimento e morte celular
(DIZDAROGLU et al., 2002), podendo desencadear varios tipos de canceres,
diabetes, cirrose, doencas cardiovasculares e desordens do foro neurolégico
(VALKO et al., 2007).

Dessa forma, faz-se imprescindivel o controle da concentracdo de RLs, por
um sistema antioxidante, o qual é composto por duas vias, enzimatica e nao
enzimatica (VALKO et al., 2007), cujo objetivo € impedir que possiveis danos
oxidativos se amplifiguem e culminem em danos sistémicos irreparaveis (SHAMI
et al., 2004). O sistema enzimatico encontra-se espalhado por todo o organismo,
no meio intra e extracelular, incluindo enzimas como a catalase, superoxido
desmutase e glutationa peroxidase. O sistema ndo enziméatico, por sua vez, €
constituido por substancias de origem endogena e da dieta.

E sabido que o corpo humano é capaz de regular a producio de RLs de
modo controlado. Entretanto, sabe-se que esse mecanismo de defesa natural
nem sempre consegue desempenhar sua funcdo de forma eficaz (VALKO et al.,
2007). Nesse contexto, tornou-se imprescindivel a busca por métodos capazes de
coibir de forma eficaz o EO. Dessa forma, uma nova alternativa proposta para
combater o EO é o uso de células tronco mesenquimais (CTMs).

Recentemente, as CTMs tém sido consideradas como uma possivel
estratégia terapéutica em individuos com doencas relacionadas ao EO, como o
infarto agudo do miocérdio, a isquemia cerebral e a diabetes. As CTMs possuem
atividade antioxidante e adaptacdo a um ambiente de EO muito mais elevadas se
comparadas a outros tipos celulares. Estas células apresentam altos niveis
intracelulares de enzimas requeridas para o reparo do DNA (VALLE-PRIETO et
al., 2010) e ainda poderiam combater o EO, por atividade paréacrina (LIU et al.,
2012).

Inserido nesse contexto, Nnosso grupo de pesquisa tem desenvolvido
estudos nessa area. Dessa forma esse estudo preliminar teve o objetivo de,
através de um ensaio dose-resposta, determinar a concentracdo de peroxido de
hidrogénio (H,0,) e o tempo de contato com as células tronco pulpares de dentes
permanentes (DPSCs) e as células tronco pulpares de dentes deciduos (SHEDS)
necessarios para alterar a viabilidade celular.

2. METODOLOGIA



2.1. Ensaio dose-resposta do H,0,

A viabilidade das DPSCs e SHEDs foi avaliada, apés insulto com H,0,
através do ensaio colorimétrico de MTT. As células nas passagens 3 e 10, foram
semeadas em placas de 96 pocos, em uma densidade de 2x10* células/poco e
volume de 100 pl/pogo. Subsequentemente, apos 24 horas de incubacdo foram
acrescentados 100 pL de uma solugdo composta de meio de cultivo e H,0,, nas
concentracbes de 50, 100, 250, 500, 600, 700, 800 e 900 puM nas células da
passagem 3. Ao passo que as ceélulas da passagem 10, foram submetidas &s
concentracdes de 50, 100, 250 e 500 puM.

Apos 2, 6 e 12 horas de contato, foram adicionados ao meio de cultivo 20
puL de MTT (5 mg de MTT/mL de meio de cultivo) por poco e incubado por 3
horas. Desprezou-se o liquido contido nos pocgos, adicionou-se 200 uL de DMSO
e colocou-se as placas em um shaker por 5 min a 150 rpm. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectofotdmetro (Thermo Plate TP-Reader) em um
comprimento de onda de 450 nm. A avaliacdo dos dados foi realizada utilizando a
Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste de Tukey para
comparacdes multiplas, com nivel de significancia de p<0,05. Para a elaboracdo
dos graficos foi utilizado o Programa GraphPad Prism, versdo 4.00 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mostrado nas Figuras 1 e 3, inicialmente optou-se em avaliar a
viabilidade de DPSCs e SHEDSs, na passagem 3, ap0s o contato com o H,O, nas
concentracbes de 50, 100, 250, 500, 600, 700, 800 e 900 uM. Contudo, apos
andlise dos achados, percebeu-se que a partir da concentracdo de 500 até 900
uM, as células mostram uma tendéncia linear de perda de viabilidade. Dessa
forma, ao analisar a viabilidade celular na passagem 10 (Figuras 2 e 4), optou-se
por pelas concentracdes de 50, 100, 250 e 500 uM de H;0..
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Figura 1: Viabilidade das DPSCs, na passagem 3, ao serem submetidas a diferentes
concentracgdes de H,O, (50, 100, 250, 500, 600, 700, 800 e 900 uM), por um periodo de tempo de
2,6 e 12 horas.

Ao compararmos as passagens 3 (Figuras 1 e 3) e 10 (Figuras 2 e 4) em
relacdo as DPSCs percebemos nao haver grande diferencas na resposta celular.
No entanto, quando avaliamos as SHEDs podemos observar que existe uma
tendéncia de melhor adaptacdo ao insulto quando as células estavam na



passagem 10. Acredita-se que tal comportamento deva-se ao fato das células
estarem em fases diferentes de desenvolvimento, uma presente em dente
deciduo e o outro em dente permanente. Nesse sentido, poderia ser sugerido que
ao pensarmos em utilizar as DPSCs em uma abordagem de terapia celular, a fim
de tolerar altos niveis de EO no organismo humano, poderiamos pensar em
ambas as passagens celulares, enquanto que para as SHEDs o mais apropriado
seria a utilizacdo das células na passagem 10.
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Figura 2: Viabilidade das DPSCs, na passagem 10, ao serem submetidas a diferentes
concentracdes de H,0, (50, 100, 250 e 500 uM), por um periodo de tempo de 2, 6 e 12 horas.
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Figura 3: Viabilidade das SHEDs, na passagem 3, ao serem submetidas a diferentes
concentracdes de H,0, (50, 100, 250, 500, 600, 700, 800 e 900 uM), por um periodo de tempo de
2,6 e 12 horas. As letras mailsculas indicam diferengas estatisticamente significante entre o
tempo de exposicao. As letras mindsculas indicam diferencgas significativas entre as concentracdes
testadas. O valor de p <0,05 foi considerado significante (teste de Tukey).



u
3
w

_.*
—=
_{

L
100 -

il

{

Contral -

1
Control
1

Ha Qs (UM)

Figura 4: Viabilidade das SHEDs, na passagem 10, ao serem submetidas a diferentes
concentrac¢des de H,0, (50, 100, 250 e 500 uM), por um periodo de tempo de 2, 6 e 12 horas. As
letras mailsculas indicam diferengas estatisticamente significante entre o tempo de exposi¢éo. As
letras minUsculas indicam diferengas significativas entre as concentracdes testadas. O valor de p

<0,05 foi considerado significante (teste de Tukey).

Ao analisarmos o efeito das diferentes concentracdes de H,O, podemos
sugerir que até a concentracdo de 250 uM para as DPSCs independente da
passagem, e para as SHEDs na passagem pl10 e na concentracdo de 100 na
passagem p3, seria tolerado pelas células tronco pulpares.

4. CONCLUSOES

Concluiu-se que as DPSCs e as SHEDs possuem capacidade de
adaptacdo a um insulto com H,O, sendo concentracdo-dependente. Além disso,
observou-se que a concentracdo de 50-250 uM de H,O, parecem ser tolerados
pelas células tronco pulpares. Ainda, parece que o insulto com H,O, € bem
tolerado pelas DPSCs na passagem 3 e 10, enquanto que a reacdo das SHEDs
parece ser diferente. Assim, embora se saiba da necessidade de aprofundar os
conhecimentos nessa area, sugere-se que as DPSC na passagem 3 e 10 e as
SHED na passagem 10 poderiam ser mais interessantes para a terapia celular.
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