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1. INTRODUCAO

O Estresse Oxidativo (EO) pode ser definido como um excesso na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou nitrogénio (ERNs) em
relacdo a capacidade do sistema antioxidante remové-las (MONAGHAN, 2009).
EROs e ERNS sao naturalmente metabolizadas pelas mitocondrias no processo
de formacédo de ATP. Dentro dessa organela ocorre a reducdo do oxigénio em
agua. Entretanto, esse processo ndo € totalmente eficiente, e assim, uma
parcela de particulas instaveis séo liberadas e formam radicais reativos. Esses
componentes instaveis, altamente reativos tendem a afetar diversas moléculas,
causando danos celulares, como destruicdo de membranas, lipoperoxidacao e
apoptose. Dessa forma, € imprescindivel que o controle do volume de espécies
reativas no interior das células aconteca de modo eficaz, no intuito de tentar
minimizar patologias relacionadas ao EO, como por exemplo, transtorno
depressivo (MICHEL, 2012), osteoporose (SUN, 2013) e diabetes (CRUJEIRAS,
2013). Assim, como possivel forma de combate ao excesso de EROs e ERNSs, o
uso de células tronco adultas (CT) tem sido sugerido como opcéo promissora
devido sua capacidade antioxidante (ZHOU, 2013). Dessa forma, esse estudo
propés um modelo para avaliar o potencial das CT, oriundas da polpa de
terceiros molares humanos, de manejar 0 soro humano proveniente de pacientes
com uma patologia (neste caso a depressdo) que possuisse 0s niveis de
estresse oxidativo no soro alterados.

2. METODOLOGIA

2.1 Cultivo Celular

Células tronco oriundas da polpa de terceiros molares recém-extraidos
pela técnica de explante, foram obtidas através de trabalho prévio, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Odontologia, sob o nimero de protocolo
16/2012, realizado no laboratério de cultivo celular da Faculdade de
Odontologia, da Universidade Federal de Pelotas. As DPSCs foram mantidas
com meio de cultivo DMEM/Ham F12, com 15% de Soro Fetal Bovino (SFB)
(Hyclone), 1% de antibiético e 1% de aminoacidos ndo essenciais (AINE)
(Gibco). As garrafas de cultivo foram incubadas em estufa de COp em ambiente

umido a 37°C, 95% de ar e 5% de CO».

2.2 Ensaio de Proliferacao Celular
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A viabilidade celular das DPSCs foi determinada através de um ensaio
colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdélio),
onde este composto soluvel é reduzido a cristais insolluveis de formazan (Nedel
at al.,2012). O ensaio de proliferacao celular foi realizado no momento em que
as ceélulas encontravam-se na sexta passagem. Plagueou-se 18 poc¢os de uma

placa de 96 pocos, numa densidade celular de 2x10% células por pogo. Depois
de 24 horas, quando as células ja estavam aderidas a parede de fundo da placa,
o meio de cultivo foi substituido por 200 ul de meio com diferentes
suplementacdes de soro, embora todos tenham recebido 1% de antibidticos e
1% de Aminoacidos N&o Essenciais (AINEs). O meio de cultivo foi
suplementacdo da seguinte forma: 15% de SFB; 15% de Soro Humano (SH)
como controle; 15% de SH de um pool com alta taxa de EO; 15% de SH de um
pool com baixa taxa de EO. O contato do meio com as células se deu em
triplicata. Apos 48 e 72 horas de contato entre as células e 0 meio com
diferentes suplementagdes, foram adicionados aos 200 uL de meio de cultivo
preexistentes 20 uL de MTT (5 mg de MTT/mL de meio de cultivo) por poco, o
qual foi mantido em contato com as células por 4 h. Em seguida, desprezou-se o
liquido contido nos pocos, adicionou-se 200 uL de DMSO e colocou-se as placas
em um shaker por 5 min a 150 rpm. Realizou-se entédo a leitura da absorbancia
em espectofotdbmetro (Thermo Plate TP-Reader) em um comprimento de onda
de 450 nm.

2.3 Analise dos Dados

Os dados obtidos a partir dos ensaios de MTT foram analisados utilizando
a Analise de Variancia (ANOVA) two-way seguido pelo teste de Tukey para
comparagdes multiplas, com nivel de significancia de p<0,05. Os dados estdo
expressos em meédia + desvio padrdo. Para a elaboracdo dos graficos foi
utilizado o Programa GraphPad Prism, versao 4.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos resultados sugerem que o contato das DPSCs com SH, seja com
alto ou baixo teor de EO, ndo foi capaz de alterar a morfologia celular,
independente do tempo de contato (Fig.1). As DPSCs mantiveram seu aspecto
morfologico semelhante a de fibroblastos como esperado, com caracteristica
fusiforme e citoplasmas afilados (PELEGRINO, 2009).

Em relacdo ao ensaio de proliferacdo constata-se que nao foram
encontradas diferencas significativas entre as células mantidas em contato por 48
ou 72 horas. Além disso, a viabilidade celular ndo foi alterada independente do
tipo de soro colocado em contato, seja com SFB, SH como controle ou SH com
baixo ou alto teor de EO (Fig.2).

Desse modo, nossos dados sugerem que as DPSCs séo tolerantes ao
contato com meio de cultivo suplementado com diferentes tipos de soro, de
origem humana ou animal, com alta ou baixa concentracdo de EO. No entanto,
estudos relacionados a verificacdo da capacidade antioxidante das DPSCs estao
sendo realizados a fim de consolidar um modelo de estudo alternativo através de
CT para tratamento de possiveis desordens decorrentes de EO.
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Figura 1. Analise e acompanhamento microscépico de DPSCs na passagem 6,
apos 48 e 72 horas em contato com SFB, SH como controle e SH com alto e
baixo teor de estresse oxidativo. Sendo as de 48h: A — SFB; B — SH Controle, C
— SH com alto teor de EO, pool 1; D — SH com alto teor de EO, pool 2; E — SH
com baixo teor de EO, pool 1; F — SH com baixo teor de EO, pool 2. E as de 72h:
G — SFB; H — SH Controle, | — SH com alto teor de EO, pool 1; J — SH com alto
teor de EO, pool 2; K — SH com baixo teor de EO, pool 1; L — SH com baixo teor
de EO, pool 2.
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Figura 2. Gréfico relativo ao ensaio de proliferacdo de DPSCs, na passagem
seis, ap6s contato com SFB, SH como controle e SH com alto e baixo teor de
estresse oxidativo, por 48 e 72 horas.

4. CONCLUSOES

Apesar das limitacdes presentes no referido estudo, é possivel concluir que o SH,
seja na forma de controle, com alto ou baixo teor de EO, ndo € capaz de alterar a
morfologia das DPSCs, bem como sua capacidade proliferativa. Sugere-se assim
que, uma vez comprovada a sua capacidade antioxidante em estudos futuros, as
DPSCs mostram-se uma possivel alternativa para o tratamento de doencas
advindas de alto EO, uma vez que sdo altamente toleraveis a essas condigdes.
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