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1. INTRODUCAO

Atualmente, células-tronco mesenquimais (CTM) consistem na principal
ferramenta de estudos relacionados a engenharia tecidual e terapia celular (LIU et
al., 2016), podendo ser obtidas a partir de uma ampla gama de tecidos adultos,
como a polpa dental. As primeiras células-tronco pulpares (CTP) a serem isoladas
foram as de dentes permanentes (DPSCs). Essas células apresentam alta
frequéncia de formacdo de colonias e alta taxa de proliferacdo in vitro, sendo
segundo os resultados obtidos por Gronthos e colaboradores (2000), maiores do
que as taxas identificadas em células tronco (CT) de outras origens, na época
mais consolidadas (GRONTHOS et al., 2000).

Pouco tempo apds o isolamento das DPSCs, Miura e colaboradores (2003)
identificaram e isolaram as células-tronco de polpa de dentes deciduos exfoliados
(SHEDs). Esta descoberta mostrou-se extremamente relevante ao
desenvolvimento de terapias baseadas em CT, jA que sua obtencdo acontece
através de dentes naturalmente perdidos, consistindo em uma abordagem
minimamente invasiva (MIURA et al., 2003).

No que compete aos potenciais tratamentos baseados no uso de CT,
demonstra-se valido investir em doencas relacionadas ao estresse oxidativo (EO).
Este fenbmeno ocorre quando ha um desequilibrio entre a producédo de espécies
reativas em relacdo a capacidade de remocdo dessas por parte do sistema
antioxidante (MONAGHAN et al., 2009), o que pode afetar a estrutura e o
funcionamento de moléculas biolégicas essenciais como o DNA, proteinas e
lipidios, inibindo sua fung&o normal, tornando-se necessério, entao, reestabelecer
esse equilibrio, propiciando uma condi¢cédo essencial para o funcionamento normal
do organismo (VALKO et al., 2007).

Dessa forma, visando contornar este problema, alguns estudos vém
investigando o uso de extratos naturais como potenciais antioxidantes (LI et al,
2014). Neste aspecto as algas marinhas tém despertado interesse no meio
cientifico, ja que apresentam amplas propriedades relevantes a aplicacfes
clinicas, como antivirais, antialérgicas, anticancerigenas, anti-inflamatérias e
antioxidantes (TSAlI & SUN, 2012). Alem disso, as algas marinhas sao
constantemente expostas a elevadas concentracbes de luz e oxigénio,
promovendo a producdo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres
(ROCHA et al., 2007), no entanto elas ndo parecem sofrer com EO, sugerindo a
presenca de mecanismos antioxidantes eficientes (MATSUKAWA et al., 1997).

A Gigartina skottsbergii € uma alga marinha rodoficea e sua principal
regido de producéo de biomassa localiza-se em Magalhédes, no Chile (MANSILLA
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et al., 2012). Avaliando as caracteristicas de acidos graxos especificos em algas
da Antartida e da regido Artica, Graeve e colaboradores (2002), identificaram
diferentes taxas de lipidios em diversas espécies para utilizacdes como potenciais
agentes terapéuticos. A analise da ordem gigartinales representada pela G.
skottsbergii mostrou uma quantidade de 28,4% de acido palmitico, 22,2% de
acido araquidonico (AA) e 25,2% de acido eicosapentaenoico (EPA) (GRAEVE et
al, 2002).

A propriedade antioxidante in vivo do EPA foi evidenciada através da
analise de pessoas que ingeriram EPA e que apresentaram regulacdo positiva de
enzimas antioxidantes (MAHMOUDABADI & RAHBAR, 2014). Além disso,
ensaios in vitro (VAN DEN ELSEN et al., 2013) e in vivo (PALANISWAMY et al.,
2014) demonstraram diminuicdo de espécies reativas de oxigénio relacionada a
administracdo de EPA, sugerindo potencial capacidade antioxidante da G.
skottsbergii.

Assim, dado o potencial antioxidante da G. skottsbergii e a busca por
abordagens capazes de controlar e reverter eficientemente o EO, este trabalho
teve como objetivo avaliar a capacidade do extrato lipidico desta alga em
promover a manutencdo ou melhoria da viabilidade celular sobre SHEDs e
DPSCs apés a exposicao ao H,0,.

2. METODOLOGIA

O extrato lipidico da alga G. skottsbergii, cedida pela instituicdo chilena
Universidad de Magallanes, foi obtido, purificado e caracterizado mediante
cooperacao dos Programas de PdOs-Graduacdo em Saude e Comportamento da
Universidade Catdlica de Pelotas e em Bioquimica e Bioprospecgcdo da
Universidade Federal de Pelotas.

As células utilizadas nos ensaios in vitro foram as SHEDs e DPSCs,
cultivadas em Meio Eagle Modificado por Dulbecco/Mistura Nutriente F12
(DMEM/F-12), suplementado com 15% de soro fetal bovino, 1% de antibioticos e
1% de aminoacidos ndo essenciais, sob temperatura de 37°C em condicdo de
atmosfera imida e 5% de CO..

A analise da capacidade de resposta das SHEDs e DPSCs, estimuladas
pelo eludato da alga G. skottsbergii, mediante um insulto com H,0, foi realizada
através do ensaio colorimétrico de MTT. As células foram semeadas em placas
de 96 pocos, em densidade de 2x10* células/poco e volume de 100 plL/poco.
Apoés 24 horas de incubacdo foram acrescentados 100 puL do eludato obtido a
partir da porcao lipidica da alga G. skottsbergii, has concentracdes de 1, 10, 50 e
100 pg/mL, por 2 e 6 horas. ApOs esses intervalos de tempo, a cada poco foram
acrescentados 100 pL de uma solugcdo composta de meio de cultivo e H,0,, nas
concentracdes de 250 e 500 uM. Apos 12 horas de contato, foram adicionados ao
meio de cultivo 20 pL de MTT (5 mg de MTT/mL de meio de cultivo) por poco e
incubado por 4 horas. Desprezou-se o liquido contido nos pocos, adicionou-se
200 pL de DMSO e colocou-se as placas em shaker por 5 minutos a 150 rpm. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectofotbmetro sob comprimento de
onda de 450 nm. Cabe destacar que todos os grupos foram analisados em
quadruplicatas, no entanto a repeticdo do teste fora realizada, até o presente
momento, apenas com as SHEDs, sendo os resultados obtidos com as DPSCs
ainda preliminares.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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De forma geral o tratamento com a fracao lipidica da alga G. skottsbergii na
concentracéo de 100 pg/mL durante 6 horas apresentou efeito positivo sobre a
viabilidade das SHEDs e DPSCs submetidas ao EO, sugerindo uma possivel
propriedade protetora.

Os resultados obtidos utilizando as SHEDs, representados na Figura 1A,
evidenciam, primeiramente, o impacto do EO, induzido por uma solu¢do 250 uM
de H,O, sobre a viabilidade do controle, ja que houve diferenca estatistica
significativa entre o controle que ndo sofreu a indugéo de estresse e aquele nao
tratado e insultado com H,O, Além disso, pode-se inferir que na concentracao de
100 pg/mL o tratamento proposto apresentou efeito positivo sobre a viabilidade
celular, ja que nado houve diferenca estatistica entre este grupo e o controle
exposto somente ao meio de cultivo.
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Figura 1. Gréfico de viabilidade celular — A) SHEDs ao serem submetidas a
diferentes concentracdes do extrato lipidico da alga G. skottsbergii (1, 10, 50, 100
ug/mL) durante 6 horas, seguido de 12 horas de insulto com 250 uM de H,0,. B)

DPSCs ao serem submetidas a diferentes concentracfes do extrato lipidico da

alga G. skottsbergii (1, 10, 50, 100 ug/mL) durante 6 horas, seguido de 12 horas

de insulto com 500 uM de H,0,. *Diferenca estatistica determinada por valores
de p<0.05 (one-way ANOVA e teste de Tukey).

Considerando os resultados positivos inicialmente obtidos com as SHEDSs,
0 experimento foi repetido utilizando as DPSCs. Os resultados preliminares
sugerem uma tendéncia de aumento da viabilidade das células quando tratadas
com a maior concentracdo do extrato, conforme exposto na Figura 1B. No
entanto, estes resultados ainda requerem confirmacédo através da repeticdo de
testes. Além disso, uma diferenca estatistica significativa (p<0.05) entre 0s grupos
tratados com as concentragdes de 50 e 100 ug/mL pode ser indicativo de que
maiores concentracdes da fracdo lipidica de G. skottsbergii possa ter um efeito
benéfico mais expressivo sobre as DPSCs quando submetidas ao EO.

A diferenca entre as concentracdes de H,O, utilizadas na inducdo de EO
nos tipos celulares distintos justifica-se, principalmente, pelo fato de as DPSCs
serem CTM em um estagio mais avancado de diferenciacdo quando comparadas
com as SHEDs e, consequentemente, mais habituadas a alteracbes ambientais e
mais resilientes no que se refere a condi¢cdes hostis, enquanto que as SHEDs
mostram-se mais sensiveis a exposicédo ao H,O,. Esta hipdtese sera avaliada em
experimentos posteriores visando quantificar a expressdo de enzimas
antioxidantes nas CTP ao serem expostas a estas mesmas concentracées do
agente estressor.




32 SEMANA XXVI CONGRESSO DE
L)
‘i} T e C’:) C I INICIACAO CIENTIFICA

4. CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos, concluiu-se que um tratamento das células
com a fracdo lipidica da alga G. skottsbergii na concentracdo de 100 pg/mL
durante 6 horas pode desempenhar um efeito protetor sobre as CTP em
condicbes de EO.
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