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RESUMO

O Resveratrol, uma fitoalexina presente nas uvas e em outras plantas e, dada as
propriedades terapéuticas, tais como anticAncer, antiviral, anti-inflamatério,
antioxidante e neuroprotetor, tem chamado atencdo de muitos pesquisadores. A
atividade anticancer, ou antiproliferativa, contribui para uma agédo quimiopreventiva e
estudos mostram que o Resveratrol afeta células tumorais. Os mecanismos do efeito
antitumoral do Resveratrol ndo sao completamente compreendidos, mas para uma
variedade de células tumorais tratadas com Resveratrol é observado apoptose. O
presente projeto de pesquisa teve como objetivo geral validar o modelo para estudo
de doencas humanas usando as células-tronco da polpa dentaria decidua, em
especial para a doencga Neurofiboromatose Tipo I, observando os efeitos do resveratrol
na proliferacéo e diferenciacao osteogénica dessas células. Concentracdes de 5, 10,
25 e 50 uM de Resveratrol foram adicionadas aos meios de cultivo e apés 3,5e 7
dias, a proliferacao celular foi avaliada pela técnica de MTT. Para avaliar os efeitos do
Resveratrol na diferenciagdo osteogénica, as concentracdes de 5, 10, 25 e 50 uM
foram suplementadas nas culturas de células por 21 dias, sendo posteriormente
coradas com Vermelho de Alizarina para quantificacdo das areas mineralizadas
através do espectrofotdmetro. Foram observadas que nas células-tronco de dentes
deciduos saudaveis, as quais foram usadas como controle, houve inibicdo significativa
(p<0,05) nas concentracdes de 25 e 50 uM no dia 7, enquanto nas células NF1
houveram inibicdes nas concentracdes de 10, 25 e 50 uM no dia 5, e de todas as
concentracdes testadas no dia 7 (p<0,05). De acordo com uma revisao sistematica
realizada nesse projeto, observamos que, dependendo do tipo celular, células
saudaveis podem apresentar tanto proliferacdo quanto inibicdo, dependendo das
concentracdes de Resveratrol. Existe um consenso entre os pesquisadores quanto a
propriedade antitumoral do Resveratrol, e nossos resultados com as células NF1
corroboram com outros da literatura em funcéo do perfil tumoral dessas células. Na
parte de mineralizacdo, o Resveratrol apresentou melhores depoésitos de célcio
(>90%) para as concentra¢cdes de 10 e 25 uM. Mesmo afetando a proliferacao celular
nessas concentragdes, observamos que o Resveratrol contribui para mineralizagéo
das células e apresenta potencial terapéutico para controle do crescimento dos
neurofibromas e melhora da condicdo 6ssea dos pacientes.

Palavras-chave: Resveratrol, Nerofiboromatose, Proliferacdo, Inibicdo, Mineralizacéo



ABSTRACT

Resveratrol, a phytoalexin present in grapes and other plants and, due the therapeutic
properties, such as anticancer, antiviral, anti-inflammatory, antioxidant and
neuroprotective, has attracted attention of many researchers. The anticancer activity,
or antiproliferative, contributes to a chemopreventive action and studies show that
Resveratrol affects tumor cells. The mechanisms of the antitumor effect of Resveratrol
are not fully understood, but apoptosis is observed for a variety of tumor cells treated
with Resveratrol. The present research project had a general objective to validate the
model for the study of human diseases using stem cells of deciduous pulp, especially
for the disease Neurofibromatosis Type |, observing the effects of resveratrol on the
proliferation and osteogenic differentiation of these cells. Concentrations of 5, 10, 25
and 50 uM Resveratrol were added to the culture media and after 3, 5 and 7 days, cell
proliferation was assessed by the MTT technique. To evaluate the effects of
Resveratrol on osteogenic differentiation, concentrations of 5, 10, 25 and 50 uM were
supplemented in cell cultures for 21 days, and were subsequently stained with Alizarin
Red for quantification of the mineralized areas by the spectrophotometer. It was
observed that in the stem cells of healthy primary teeth, which were used as control,
there was significant inhibition (p <0.05) at concentrations of 25 and 50 uM at day 7,
while in NF1 cells there were inhibitions at concentrations of 10, 25 and 50 uM on day
5, and all concentrations tested on day 7 (p <0.05). According to a systematic review
in this project, we observed that, depending on the cell type, healthy cells may exhibit
both proliferation and inhibition, depending on the concentrations of Resveratrol. There
IS consensus among researchers regarding the antitumor property of Resveratrol, and
our results with NF1 cells corroborate with others in the literature as a function of the
tumor profile of these cells. In the mineralization part, Resveratrol presented better
deposits of calcium (> 90%) for concentrations of 10 and 25 uM. Even affecting cell
proliferation at these concentrations, we observed that Resveratrol contributes to cell
mineralization and has therapeutic potential to control the growth of neurofibromas and
improve bone condition in patients.

Key words: Resveratrol, Nerofibromatosis, Proliferation, Inhibition, Mineralization
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1. INTRODUCAO

As plantas, em geral, sdo capazes de sintetizar uma grande diversidade de
compostos com baixa massa molecular, os quais sado essenciais para 0 seu
crescimento, reproducdo e defesa (infeccbes, radiacdo ultravioleta, ferimentos e
agressfes externas). Muitos desses compostos sao fendlicos, envolvendo desde
moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizacdo (OLIVEIRA, 2010).
Os compostos fendlicos presentes nas plantas séo classificados em diversos grupos,
como: &cidos fendlicos (&cido cindmico e derivados do é&cido benzéico), fendis
simples, cumarinas, flavondides, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas,
lignina e estilbenos (NACZK & SHAHIDI, 2004). Dentre os antioxidantes naturais, 0s
compostos fendlicos tém recebido especial atencao por inibirem a peroxidacao lipidica
e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; SOARES, 2002).

Os estilbenos representam um pequeno grupo dos fenilpropandides, sendo que
a maioria dos estilbenos naturais séo derivados da unidade basica trans-Resveratrol
(3,5,4’-trihydroxytransstilbene). Muitos de seus derivados séo extraidos de plantas e
apresentam atividades biolégicas e terapéuticas importantes. Desde que o0
Resveratrol foi detectado no vinho por Siemann e Creasy, 0S quais sugeriram que
esse era um composto biologicamente ativo do vinho (SIEMANN & CREASY, 1992),
0 Resveratrol tem recebido especial atencdo devido as suas atividades biologicas e
possiveis aplicacdes medicinais (Chong et al., 2009). O Resveratrol € encontrado em
alguns tipos de casca de uva (principalmente na uva vermelha), possui propriedades
terapéuticas, tais como: anticancer (ATHAR et al, 2007), antiviral (CAMPAGNA et al.,
2010), anti-inflamatério (Bandyopadhyay, 2009; Carrasco-Pozo et al., 2012),
antioxidante (Lee et al, 2009) e neuroprotetor (Han et al, 2009). Foi observado em
roedores que o Resveratrol também favorece a reducdo da producdo de LDL no
figado, sugerindo assim a diminuicdo do risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como o infarto do miocardio ou derrame, atuando dessa forma como
cardioprotetor (MIURA, MIURA & YAGASAKI, 2003).
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1.1 ESTRUTURA QUIMICA DO RESVERATROL

O Resveratrol (3,5,4'—trihidroxiestilbeno) apresenta dois anéis aromaticos
unidos por uma espécie de “ponte eteno” (RABESIAKA et al, 2011). Apresenta-se
também como uma fitoalexina produzida naturalmente por varias espécies vegetais
como: amendoim, eucalipto, amoras, framboesas, pinheiro, uvas, membros da familia
polygonaceae, entre outras (SAUTTER et al, 2005; KEREM et al., 2006; RABESIAKA
et al, 2011).

O Resveratrol é encontrado sob a forma de dois isbmeros: o trans-Resveratrol
(trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) e cis-Resveratrol (cis-3,5,4'-trihidroxiestilbeno), sendo
que o isdmero trans-Resveratrol é convertido para cis-Resveratrol em presenca da luz

visivel, pois esta forma € mais estavel (Figura 1).

HO
HO
N o WRW
HO OH OH
Trans-Resveratrol Cis-Resveratrol

Figura 1 - Formula estrutural dos isbmeros trans-Resveratrol e cis-resverarol. Fonte:
SAUTTER et al., 2005.

1.3 RESVERATROL E VIABILIDADE CELULAR

No musculo esquelético, o Resveratrol est4d envolvido na regulagdo do
metabolismo muscular, o catabolismo protéico e funcdo, sendo capaz para conferir
resisténcia contra o estresse oxidativo, lesdes e a morte de células do musculo
esquelético. Varios trabalhos tem sugerido que o Resveratrol melhora a forca e
resisténcia dos musculos esqueléticos, tendo um papel ativo na diferenciagdo de
musculos esqueléticos (PARK et al., 2007; DIRKS NAYLOR, 2009; ALAMDARI et al.,
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2012; KAMINSKI et al., 2012; KIM et al., 2013; MENZIES et al., 2013), entretanto seu

mecanismo de atuacao ainda € pouco compreendido.

De uma maneira geral ndo existe um consenso na literatura cientifica quantos
aos efeitos do Resveratrol na parte muscular. Uma grande parte dos trabalhos relatam
a eficacia do Resveratrol para melhora da funcdo de contratilidade muscular e de
metabolismo. Tem sido relatado, por exemplo, que o Resveratrol tem efeitos positivos
sobre a funcéo e massa muscular (LAGOUGE. et al., 2006; Dirks Naylor, 2009; PARK
et al.,, 2012; TONKIN et al., 2012; BENNET et al.,, 2013), aumenta o metabolismo
oxidativo das fibras, a funcdo mitocondrial e a capacidade aerdbica muscular em
roedores (LAGOUGE. et al., 2006; TONKIN et al., 2012), melhora a recuperacao de
massa muscular (BENNET et al., 2013) e reduz a morte de células musculares (Dirks
Naylor, 2009). Outros trabalhos, no entanto, ndo encontraram efeitos benéficos do
Resveratrol (FANG et al., 2000; ZHENG et al., 2000; PETERNELJ et al., 2011,
STROBEL et al.,, 2011; GLIEMANN et al., 2013; HIGASHIDA et al., 2013), e até
mesmo relatam efeitos toxicos do Resveratrol em células e mitocondrias (BOYER et
al., 2012; SASSI et al., 2014), dependendo da dose de Resveratrol usadas.

MONTESANO et al. (2013) avaliaram o Resveratrol em mioblastos C2C12 em
diferentes concentragdes (0,1 e 25 yM) por 24, 48 e 72 horas e foi notado uma
reducdo na taxa de proliferacdo celular. ApGs 72 horas de exposicdo ao Resveratrol,
com cerca de 70% de confluéncia das células C2C12, o meio foi substituido por meio
de diferenciacdo miogénica contendo Resveratrol (0,1 ou 25 uM) ou n&o (controle),
sendo cultivadas por mais 24, 48, 72 e 96 horas. Apds 24 horas de exposicdo ao
Resveratrol na diferenciacdo miogénica, as células C2C12 apresentavam expressao
de fatores de transcricdo e marcadores de diferenciagédo especificos. Apés 72 horas,
foi observada uma alteracdo morfologica nas células tratadas com o Resveratrol em
ambas as concentracdes, sendo que as ceélulas perdiam sua forma arredondada
original e assumiam outra forma especifica, sendo morfologicamente mais alongada,
tipica do fendtipo de células musculares. Os autores relataram que em nenhum
momento houve injaria celular (apoptose). Segundo os autores, o Resveratrol deve
controlar o ciclo celular promovendo a diferenciacdo miogénica in vitro, abrindo um

novo campo de aplicagdo do Resveratrol em condig¢des clinicas de lesdes musculares.
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BOSUTTI e DEGENS (2015) sugerem que 10 uM de Resveratrol induz a
parada do ciclo celular e melhora a qualidade celular. Os autores relatam que nao
encontraram um aumento na formacao de miotubos em mioblastos tratados com 10
MM de Resveratrol, indicando que tal concentracéo inibe a proliferacdo e promove as
primeiras fases da diferenciagdo miogénica, mas n&o estimula a fase tardia de
diferenciacdo de mioblastos. Com concentracdes mais elevadas (> 20 yM) houve
evidéncia para uma maior progressao do ciclo celular (aumento da proporcao de
células nas fases S+G2) e inibicdo, em vez de estimulagéo, de diferenciacdo como
refletido pela formagcdo de um broto quase completamente bloqueado e de fusdo
celular de mioblastos. Os autores sugerem que os efeitos do Resveratrol na

diferenciacéo e proliferacdo sdo dependentes da dose.

De acordo com a literatura, concentracdes elevadas de Resveratrol maiores 30
MM prejudicam a viabilidade celular (FANG et al., 2000; ZHENG et al., 2000; DORRIE
et al.,, 2011; BOYER et al.,, 2012; KAMINSKI et al., 2012; SASSI et al., 2014). A
diminuicdo da viabilidade celular pode ter relagdo com a atividade mitocondrial.
Embora alguns estudos tenham mostrado efeitos benéficos do Resveratrol na fungéo
mitocondrial, também tem sido relatado uma inibi¢cdo simultanea de NADH:ubiquinona
oxidorredutase e FOF1-ATPase/ATP sintetase (FANG et al.,, 2000; ZHENG et al.,
2000) e a acumulacdo de metabdlitos na mitocondria (SASSI et al., 2014)

prejudicando significativamente a fungéo mitocondrial.

Vérios trabalhos mostram que a diminuicdo dos niveis de ATP em funcao de
altas doses de Resveratrol despolarizam a membrana mitocondrial, gerando a
producdo de espécies de oxigénio reativas induzindo a apoptose. De acordo com 0s
autores, o grau de citotoxicidade depende do tipo celular, organismo e/ou a dose, além
do tempo de exposicdo ao Resveratrol. Aqui verificou-se a despolarizacdo da
membrana mitocondrial (ZHENG et al. (2000); RYAN et al., 2010; BOSUTTI &
DEGENS, 2015).

1.4 RESVERATROL E IMPACTOS NA DIFERENCIACAO OSTEOGENICA
Existem varios estudos mostrando os efeitos do Resveratrol relacéo ao tecido

0sseo. De acordo com a literatura, o Resveratrol estimula a diferenciacdo dos
osteoblastos (MIZUTANI et al., 1998; DAl et al., 2007; ZHOU et al., 2009; ORNSTRUP
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et al., 2014), inibe a atividade dos osteoclastos (BOISSY et al., 2005; SHAKIBAEI et
al.,, 2011), e protege contra a perda O0ssea em ratos ovariectomizado, ratos
imobilizados, e ratos idosos (PEARSON et al., 2008; HABOLD et al., 2011; DURBIN
et al., 2013; ZHAO et al., 2013).

Recente estudo clinico avaliou os efeitos do Resveratrol in vivo para
marcadores bioquimicos de remodelacdo éssea em um estudo randomizado
controlado por placebo concebido para investigar os efeitos potenciais da
suplementacao e do Resveratrol em altas doses sobre o metabolismo do substrato, a
sensibilidade a insulina e composi¢cao corporal (POULSEN et al., 2013). Homens
obesos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, um grupo para ingesta de
um placebo e o outro para ingesta de 1.500 mg de Resveratrol por dia durante 4
semanas. Foram encontrados um aumento significativo da fosfatase alcalina 6ssea,
sem alteracbes em outros marcadores bioquimicos de remodelacdo Ossea ou
homeostase do calcio (POULSEN et al., 2014).

ORNSTRUP et al. (2014) avaliaram pacientes que fizeram uso de placebo
(controle), pacientes que fizeram ingestao de concentracdes de 1000 mg e outro grupo
de pacientes que ingeriram 150 mg de Resveratrol, todos durante 16 semanas de
tratamento. Apds esse periodo, os autores observaram, além do aumento da atividade
fosfatase alcalina, um aumento do volume da coluna lombar dos pacientes que
fizeram uso do Resveratrol. Dessa forma, os autores sugerem que o efeito do
Resveratrol no tecido 6sseo é dose-dependente e estimula a formacédo O6ssea e a
mineralizagdo ORNSTRUP et al. (2014).

Em recente estudo in vitro foi investigado se o Resveratrol afeta a proliferacéo
e diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais derivadas da medula
0ssea humana, ou se a inflamacéao afeta negativamente a proliferacao e diferenciacao
osteogénica, atuando o Resveratrol com um anti-inflamatério (ORNSTRUP et al.,
2016). Inicialmente, as células-tronco mesenquimais foram obtidas de aspiracdo da
medula Ossea de 13 individuos saudaveis e posteriormente as linhagens
estabelecidas foram diferenciadas para osteoblastos. As células foram estimuladas
com Resveratrol (25 uM), lipopolissacarideo (LPS, 1000 ng/ml), LPS(1000
ng/ml)+Resveratrol (25 uM), ou somente o veiculo (controle) durante 21 dias. Em

comparagao com o controle, o Resveratrol diminui a taxa de proliferagao celular em
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35% (p<0,05) e aumentou a diferenciagcdo osteogénica, sendo constatado por um
aumento de 3 vezes a fosfatase alcalino (p<0,002) em relacdo ao controle. Na
inducédo a inflamacédo com LPS houve um aumento de 44 vezes na producédo de
interleucina-6 (p< 0,05) e um aumento extremamente importante na producdo de
interleucina-8 (P< 0,05) em relacdo ao controle. Ainda, o LPS aumentou a proliferagéao
de células (p<0,05) e diminuicdo da diferenciacdo osteogénica (p<0,02). A co-
estimulacdo com LPS+Resveratrol ndo reduziu a interleucina-6 ou IL-8, mas, no
entanto, observou-se uma reducao na proliferacao de células (P <0,05) e um aumento
da expressao de fosfatase alcalina (P <0,05). Assim, conclui-se que o Resveratrol
estimula a diferenciacdo dos osteoblastos de forma independente de inflamacao
(ORNSTRUP et al., 2016).

1.5 PROBLEMAS OSSEOS NA NEUROFIBROMATOSE TIPO 1

Neurofibromatose tipo 1 (NF1) € a mais comum da doencas hereditarias
agrupadas entre as neurofibromatose, sendo esta denominagéo utilizada para
descrever anomalias genéticas nas quais 0s pacientes apresentam alta probabilidade
de desenvolver tumores derivado de células do sistema nervoso. Os tumores Sao
nomeados neurofibromas, na qual se desenvolvem nas bainhas nervosas periféricas
constituindo de células neoplasicas de Schwann, fibroblastos, células perineurais e
mastocitos (WILLIAMS et al., 2009), e schwannomas, na qual designam apenas a
proliferacdo neoplasica de células de Schwann (HILTON & HANEMANN, 2014).

Neurofibromas séo os principais achados em pacientes com NF1, enquanto
schwannomas sao caracteristicas exibidas na Neurofibromatose Tipo 2 e
Schwannomatosis (ARDERN-HOLMES & NORTH, 2011). A NF1 é uma doenca
autossdmica de disturbio genético dominante causada por uma mutacdo no gene
neurofibrina (NF) que esta localizado no cromossoma 17q11.2 (WALLACE et al.,
1990). A NF atua normalmente, suprimindo a atividade da proteina Ras e o controle
do ciclo celular. O NF mutado produzido em pacientes NF1 ndo interagem com a
proteina Ras ativa, resultando em um ciclo celular ndo controlado adequadamente,
aumentando a probabilidade de formacdo de tumor, o que parece ser uma
caracteristica fundamental da NF1 (BOYD, KORF AND THEOS, 2009).
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Além da presenca de neurofibromas que podem aparecer mais tarde na vida
do paciente, existem varios fatores que possam auxiliar o diagnostico clinico precoce.
Uma delas é a existéncia de um primeiro grau relativo previamente diagnosticado com
NF1, a presenca de areas de hiperpigmentacdo (manchas café com leite) tipicas as
guais sao visiveis na infancia, juntamente com nodulos de Lisch na iris, glioma do
nervo optico e, em até 50% dos pacientes, relatam-se algumas deformidades 0sseas
(FERNER, 2013). Esses achados clinicos séo exibidos em intensidade muito variavel,
e a presenca desses sinais em pacientes ndo é uma regra. Esta intrigante alta
variabilidade pode aparecer mesmo entre individuos aparentados, mais
provavelmente devido ao fato de genes modificadores podem atuar em cada um dos
afetados (GARG et al., 2013). As diferencas fenotipicas em meio a pacientes nao
relacionados, assim apresentando muta¢cdes de novo o, é provavel que derivam da
expressao de genes modificadores, juntamente com as variagbes na regidao mutada
no gene NF que ird, em certos casos, resultar em diferentes graus de perda de
atividade de NF. Desde o sequéncia do gene NF € de longe mais na grande maioria
das sequéncias de genes, € intuitivo pensar que haja um maior probabilidade de

multiplos alelos mutados para aparecer no populacdo (GARG et al., 2013).

Embora estes resultados sdo extremamente necessario a fim de obter um
diagnéstico clinico de NF1, a sua perceptivel variabilidade impde um obstaculo
importante na previsdo de sintomas futuros. Como resultado, h& pouca coisa a ser
feito no sentido de contornar qualquer das consequéncias desta doenca, resultando
assim, a necessidade de criar modelos adequados que podem ser utilizados para
prever os padrdes de alteracdes fisiologicas e patoldgicas em NF1. Wang et al. (2011)
estudaram ratos com alelo NF mutado com essa finalidade, no entanto nao resultam

em fendtipos comparaveis aos presentes nos seres humanos.

Alteracbes esqueléticas acometem até 50% dos pacientes NF1, sendo
frequente nas fases avancadas da doenca e compreendem escoliose, fusdo de
costelas, espinha bifida, luxacfes e agenesias, pseudoartrose da tibia, displasia da
asa do esfendide e de 0ssos longos, dentre outras alteracdes (LESKELA et al., 2008).
Dessas, a escoliose € a manifestacdo 6ssea mais comum na NF1 com uma incidéncia
gue varia de 10 a 30%, envolvendo a coluna vertebral cervical inferior e toracica
superior, e podendo ser idiopatica ou distréfica. A maior forma dos casos € de

escoliose idiopatica, geralmente um acometimento de menor gravidade sem
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associacbes com alteracdes da conformagédo vertebral (MUNIZ et al., 2002). A
escoliose distrofica esta associada a anormalidades Osseas que podem ser
identificadas através de radiografias. Ela causa grandes curvaturas da coluna
vertebral, geralmente envolvendo quatro a seis vértebras da coluna torécica, e tem
progressao rapida. Apresenta-se mais frequentemente entre os seis e 0s dez anos de
idade, sendo dificilmente identificada apos este periodo. Normalmente, ha uma
curvatura em angulo agudo sobre poucas vértebras com rotacdo apical grave, além
de distor¢cdo dos corpos vertebrais e costelas (ALWAN, TREDWELL e FRIEDMAN,
2005).

A curvatura congénita e pseudoartrose da tibia tém incidéncias de 3,5% e 2%,
respectivamente, em pacientes com NF1 (MESSIAEN et al., 2000). Ja a displasia de
um o0sso longo ocorre em quase 14% dos pacientes com NF1, e € geralmente
observada dentro do primeiro ano de vida. O osso mais frequentemente afetado € a
tibia, que apresenta uma curvatura na direcdo anterolateral. Juntamente com o
namero e o tamanho apropriado de manchas ‘café com leite’, esta
manifestacdo ortopédica € suficiente para fazer o diagnéstico de NF1 (DEBELLA,
SZUDEK e FRIEDMAN, 2000). Na maioria dos casos, a intervencdo cirirgica é

necessaria sendo, porém, bastante delicada.

Os problemas ortopédicos apresentam alta frequéncia em portadores de NF1
e sdo causados por acometimento direto do sistema esquelético por displasia
mesodérmica, indiretamente como resultado de outra lesdo (crescimento de
neurofiboroma plexiforme) ou devido ao crescimento 0sseo exagerado (ALWAN,
TREDWELL e FRIEDMAN, 2005). As alteracbes Osseas observadas na NF1
relacionam-se a incapacidade em manter a estrutura 6ssea e a reducao da densidade
mineral déssea. Os mecanismos patogénicos subjacentes ndo séo totalmente
conhecidos, mas evidéncias experimentais sugerem uma incompleta maturacao dos
precursores dos osteoblastos (mediadores da construgcdo éssea) e que 0S
osteoclastos possuem elevadas taxas de sobrevivéncia, levando a uma reduzida
densidade mineral éssea (FERNER, 2007; BOYD, KORF e THEOS, 2009). Além
disso, Stevenson et al (2006) demonstraram em pacientes NF1 uma clara reducao da
massa muscular, o que também poderia alterar o completo desenvolvimento da massa
O0ssea ou favorecer um aumento da reabsorcdo 6ssea. O risco de desenvolver

osteoporose e osteopenia é maior entre os individuos com NF1, do que na populacao
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em geral, acometendo primordialmente as estruturas que sustentam o peso corporal
(KUORILEHTO et al., 2005).

Para que o diagnéstico da NF1 seja feito, o paciente deve apresentar dois ou
mais dos critérios apresentados a seguir (Quadro 1) e que foram estabelecidos em

uma conferéncia realizada pelo National Institutes of Health (NIH) em 1988.

Tabela 1- Avaliagcéo Clinica

Critérios Diagndsticos para NF1

\ Seis ou mais manchas café com leite maiores que 5mm em
individuos pré-puberais ou maiores que 15mm depois da

puberdade;

V' Dois ou mais neurofibromas de qualquer tipo ou um ou mais
neurofibromas plexiformes, baseados em parametros clinicos e

histologicos.
\ Sardas axilares ou inguinais;
Tumor na via optica;
Dois ou mais nédulos de Lisch;

Lesdo O0ssea caracteristica (descrita na pagina 22);

2. =2 2 =2

Um parente de primeiro grau afetado com NF1 que preencha os
critérios precedentes.

As células tronco adultas, em geral, sdo considerados como um modelo util
para comprensdo de varias doencas (SILVA et al., 2012), reforcando a possibilidade
da sua utilizacdo como um modelo para o estudo para a Neurofibromatose predizendo

no inicio da vida de portadores quais alteracdes provavelmente irdo desenvolver.
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1.6 CELULAS-TRONCO DE DENTES DECIDUOS
Vérios tipos de células-tronco tém sido isoladas da denticdo humana que

incluem, Células-Tronco da Polpa Dentaria Humana (GRONTHOS et al., 2000),
Células-Tronco do Ligamento Periodontal (SEO et al., 2004), Células-Tronco da
Papila Apical (HUANG et al., 2009), Células Progenitoras do Germe Dental (IKEDA et
al., 2008) e Células-Tronco de Dentes Deciduos Esfoliados Humanos (do Inglés, Stem
Cells from Human Exfoliated Deciduous teeth — SHED) (MIURA et al., 2003).

As SHED foram identificadas como sendo uma populacdo de células
autorrenovaveis, altamente proliferativas e capazes de se diferenciar em uma
variedade de tipos de células, incluindo células neuronais, adipocitos e odontoblastos
(MIURA et al. 2003; TIRINO et al. 2011). Além disso, demonstram propriedades de
células-tronco tipicas as quais incluem clonogenicidade, proliferacao celular extensiva
e multipoténcia, e se destacam por possuirem mais eficiéncia em determinadas
caracteristicas quando comparadas com células-troncos isoladas de medula 6ssea,
como maior potencial imunossupressor (YAMAZA et al.,, 2010). Estudos mais
aprofundados de uma populagcéo mais restrita de CTPD humanas demonstraram uma
rapida expansdo e proliferagdo in vitro e a expressdo de alguns marcadores de
células-tronco mesenquimais, tais como o STRO-1 e CD146 (MIURA et al., 2003).

O fato das SHED serem isoladas de dentes deciduos e de alguns trabalhos
mostrarem que estas células expressam Nestin (molécula presente em células da
linhagem neuronal e em células originadas da crista neuronal embrionaria) e Oct-4
(marcador embrionario), acredita-se que as SHED possuem a facilidade de
diferenciarem-se para células das linhagens mesenquimal e ectodermal (CHAI et al.,
2000, HUANG et al., 2009, MIURA et al., 2003, YAMAZA et al., 2010). Além disso,
trabalhos tem mostrado a capacidade imunomoduladora das células-tronco da polpa
dentaria (PIERDOMENICO et al., 2005; SILVA, et al., 2014). Essas células também
se destacam por um fato importante, pois desenvolvem tecidos que podem conter
células-tronco distintas dos tecidos maduros (SONOYAMA et at., 2008; HUANG et al.,
20009).

As SHED sao particularmente Uteis uma vez que eles podem ser isolados a
partir de um tecido facilmente extraido (CORDEIRO et al., 2008), estando disponivel

para coleta logo no inicio da vida de uma crianca (4-8 anos de idade). Tal periodo de
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vida coincide com o inicio de hiperpigmentacdo (manchas do café-com-leite) em
pacientes com Neurofibromatose, sendo utilizadas como parte do diagnostico clinico
da doenca. Além disso, o protocolo de diferenciacdo osteogénica das SHED € bem
estabelecido (KARBANOVA et al., 2010). Este processo de diferenciacéo
provavelmente estd alterada em individuos NF1, considerando-se que 50 % deles
apresentam deformidades ésseas (LESKELA et al., 2009).

Nosso grupo de pesquisa propds usar as SHED como modelo para estudo de
duas caracteristicas relacionadas a Neurofiboromatose Tipo 1 (NF1): a capacidade de
proliferacdo aumentada e diferenciacdo osteogénica alterada (ALMEIDA et al., 2015).
As células-tronco foram isoladas de dentes deciduos de uma crianga com 6 anos de
idade apresentando somente manchas do café-com-leite, com diagnéstico clinico para
NF1 e de outras duas criancas de mesma faixa etaria, como controles. A taxa de
proliferacdo celular foi realizada pela contagem do namero de células em camara de
Neubauer. Para comparacdo da diferenciacdo osteogénica, foi usado meio de
diferenciacdo com indutores quimicos e as células foram posteriormente coradas com
Alizarina para quantificacdo dos niveis de mineralizacdo alcangcados. Também foram
avaliados a expresséo génica de marcadores osteoblasticos pela técnica de RT-PCR
(do inglés, reverse transcription polymerase chain reaction) (ALMEIDA et al., 2015).
Foi observado que as células do paciente com NF1 apresentavam alta ataxa de
proliferacdo quando comparadas aos controles, e a principio a diferenciacdo
osteogénica ocorreu como esperado, tanto para as células NF1 quanto os controles,
relacionados a morfologia e expressao para os marcadores osteoblasticos (ALP,
BMP2, BMP4, OCN e SPP1). Pela avaliacdo da coloracdo com Vermelho de Alizarina,
observou-se uma fraca mineralizagdo por parte das células NF1, considerando que
poucos depdsitos de calcio foram visualizados sob microscopia de luz transmitida e
uma pequena quantidade de alizarina pode ser quantificada por espectrometria apés
a extracdo de células coradas. Nosso grupo de pesquisa sugere que as SHED podem
ser utilizadas como modelo de estudo de NF1 e pode predizer o prognostico dos
pacientes, uma vez que seu comportamento in vitro parece imitar pelo menos as duas
caracteristicas para essa doenca: fraca mineralizacdo de células diferenciadas para

osteoblastos e alta taxa de proliferacdo (ALMEIDA et al., 2015).
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2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo geral validar o modelo para
estudo de doencas humanas usando as células tronco da polpa dentaria decidua, em
especial para a doenca Neurofiboromatose Tipo |, observando os efeitos do

Resveratrol.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Observar os efeitos do Resveratrol na taxa de proliferacédo celular de

células tronco da polpa de dentes deciduos humanos.
o Observar os efeitos do Resveratrol na mineralizagcdo das células tronco

da polpa de dentes deciduos humanos induzidas a diferenciacao osteogénica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 COMITE DE ETICA

As linhagens de células tronco da polpa dentaria de dentes deciduos foram
obtidas de criancas saudaveis e de um paciente com 6 anos de idade com diagnostico
de Neurofribromatose Tipo |, apresentando somente manchas do café-com-leite, apos
aprovacao pelo Comité de ética em pesquisa com seres humanos (CEP/UFJF Parecer
CAAE no027681214.7.0000.5147) e se encontram estocadas no Biobanco Genética
Humana e Terapia Celular (GENETEC; Parecer 22/2015 -Processo n°
25000.113045/2014-88) da Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.2 CULTIVO CELULAR

O processamento da polpa dentéaria foi realizado de acordo com o protocolo
descrito por Gronthos et al. (2000) e cultivada em garrafas 25 cm? (Corning) usando
meio basal constituido de meio a-MEM (LGC Biotecnologia), suplementado com 10%
(v/v) soro fetal bovino (SFB) (Sigma), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina (LGC Biotecnologia), 2 mM L-glutamina (LGC Biotecnologia) e 0,01
mM de aminoacidos néo essenciais (LGC Biotecnologia). A cultura foi mantida a 37°C
a uma atmosfera umidificada contendo 95% de ar e 5% CO2, até atingir confluéncia
maxima de 80-90%. A seguir, as células foram lavadas com salina estéril e submetidas
a uma solucgéo de 0,25% tripsina — 1 mM EDTA (Sigma) por cerca de 3 minutos a 37°
C, para que as ligacdes das ceélulas com a matriz extracelular fossem desfeitas. A
tripsina foi inativada utilizando SFB. Apdés a tripsinizacao as células resuspendidas em
1 mL de meio completo foram contadas em camara de Neubauer e replagueadas em

placas de 96 pocos para diferenciacdo osteogénica.

3.3 PROLIFERACAO CELULAR

Cerca de 1x10* células de cada linhagem foram plaqueadas (Dia 0) em placas
de petri de 60 mm e cultivadas nas condi¢fes descritas no item anterior, sendo 0s
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experimentos realizados em triplicatas. Nos dias 2, 4, 6, 8 e 10, as células foram

dissociadas com a acéo de tripsina e contadas com auxilio da camara de Neubauer.

3.4 AVALIACAO DA PROLIFERACAO DAS CELULAS-TRONCO DA POLPA
DENTARIA EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE RESVERATROL PELO
ENSAIO DE MTT

Para avaliar o padrdo de proliferacdo das células tronco da polpa de dente
deciduo em diferentes concentracées de Resveratrol, 500 células foram plaqueadas
em placas de 96-pocos (Corning, USA). Apds 24 horas, foram adicionados ao meio
de cultura 5, 10, 25 e 50 uM, respectivamente, totalizando para cada concentragéo 12
repeticdes. Apoés 3, 5 e 7 dias de cultivo, as leituras foram realizadas. Para tanto, meio
de cultivo foi removido e foram adicionados 90 pl de meio puro mais 10 ul de MTT.
Em seguida, a placa foi mantida no escuro na estufa por 4 horas e, ap0s esse periodo,
0 meio mais MTT foi removido e 100 nl de alcool isopropilico acido foram adicionados.
A placa foi mantida no escuro na estufa por 1 hora, o sobrenadante foi transferido para
uma nova placa e como controle 100 ul de alcool isopropilico &cido foram adicionados.
A proliferagéo foi avaliada em espectrofotdmetro (Thermo Scientific Varioskan Flash,
USA) a absorbancia de 570 nm.

3.5 DIFERENCIACAO OSTEOGENICA IN VITRO

Uma densidade inicial de 5x102 células (Passagem P7) foram semeadas (DO)
em placas de 24-pogos (Corning) e cultivadas por 24 horas com meio de basal de
cultivo celular e incubadas em estufas com 5% CO: e temperatura de 37°C para
aderirem ao fundo da placa. No dia seguinte (D1), o meio basal foi substituido pelo
meio de inducdo osteogénica contendo DMEM-Low Glicose (LGC Biotecnologia),
solugdes del0’ M de dexametasona (Sigma), 50 uM de 2-fosfato acido ascérbico
(Sigma), 2 mM de B-glicerolfosfato (Sigma) e suplementado com 10% (v/v) SFB, 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina e 0,01 mM de
aminoacidos ndo essenciais. A cultura foi mantida por 21 dias, trocando-se 0 meio a
cada trés dias, como descrito por Zuk et al (2002). Apés a diferenciagédo osteogénica

(21 dias), a placa de cultura foi submetida a coloracdo com vermelho de alizarina.
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3.6 DIFERENCIAGCAO OSTEOGENICA IN VITRO DAS CELULAS-TRONCO NA
PRESENCA DE RESVERATROL

A diferenciacdo foi realizada nas mesmas condi¢cdes descritas acima,
entretanto, adicionou-se o Resveratrol ao meio de diferenciacdo osteogénica apenas
no grupo experimental. Os experimentos foram realizados em duplicata e foram

avaliadas as concentracoes de 5, 10, 25 e 50 uM.

Apos a diferenciacdo osteogénica, a placa de cultura foi corada com vermelho
de Alizarina, como descrito a seguir, e fotografada com o auxilio do microscopio de
fase invertido (Nikon TS100F).

3.7 COLORACAO DE VERMELHO DE ALIZARINA

As culturas foram fixadas com paraformaldeido a 4% (v/v) por 24 horas e
coradas com a técnica Vermelha de Alizarina, especifica para diferenciacao
osteogénica, que foi realizada como se segue. As placas foram lavadas com agua
destilada e as células foram fixadas com etanol a 70% (v/v) durante 30 minutos. Apos
este periodo, as células foram lavadas mais uma vez com agua destilada e as placas
mantidas abertas até secagem total a temperatura ambiente. Depois, as placas foram
preenchidas com uma solucédo contendo 1% (v/v) de Vermelho de Alizarina e 1% (v/v)
de hidroxido de amonio na proporcédo 10:1, respectivamente, e mantidas sob agitacao
leve a temperatura ambiente por 45 minutos (Forma Orbital Shaker, Thermo, EUA). O
excesso de coloracédo foi removido apos agitacéo e as placas foram mantidas abertas
até a secagem. Finalmente, 10 campos aleatdrios de visdo de cada linhagem foram

fotografados com o auxilio do microscopio invertido em fase (Nikon TS100F, Japéo).

3.8 QUANTIFICACAO DA MINERALIZACAO APOS COLOCACAO COM
VERMELHO DE ALIZARINA POR ESPECTROFOTOMETRO

Para quantificar os depdsitos de célcio impregnados pela coloracdo Vermelho
de Alizarina, em cada poco foi adicionado 250 puL de uma solugéo de extragcéo ( 1%

(v/v) de acido acético e 1% (v/v) de metanol na proporcao de 4:1). Posteriormente, as



28

placas foram levadas para o agitador (Forma Orbital Shaker, Thermo, EUA) durante

30 minutos a temperatura ambiente.

O conteudo de cada poco foi transferido para uma nova placa e 200 yL da
solucdo de extraccdo foram utilizados como solucdo em branco para calibrar o
espectrofotometro (Thermo Scientific Varioskan Flash, EUA). A concentracdo de

célcio foi relacionada com a absorvancia a 495 nm.

3.9 QUANTIFICACAO DA MINERALIZACAO APOS COLOCACAO COM
VERMELHO DE ALIZARINA POR AVALIACAO DAS IMAGENS USANDO O
SOFTWARE IMAGEJ

Foram obtidas cinco imagens das diferenciacbes osteogénicas, tanto das
células NF1 quanto SHED (controle), por meio do Software MOTIC Image Plus 2.0ML
(Motic China Group Co. Ltd.). As andlises das areas mineralizadas foram realizadas
com o Software ImageJ (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland,
USA). Para tanto, estabelecemos a correlacdo de um e pixels de cada imagem,

conforme descrito na Tabela 2. O Ratio 0,61 foi usado para calibragem do software.

Tabela 2 - Dados técnicos das imagens adquiridas

Imagens
Largura x Altura
Resolucdo 1024 X 768 pixels 625 x 455 um
Relacao pixels/um um/pixels
(1024 / 625) = 1,64 (625/1024) = 0,61

Sabendo-se que o numero de pixels da imagem de uma célula em uma camara
de CCD depende da (1) ampliagcdo (objetiva) usada e do (2) tamanho fisico dos pixels
na camara CCD, relacionamos o tamanho de uma célula em pixels para o seu
tamanho em um, utilizando a seguinte formula  (disponivel em
<http://openwetware.org/wiki/Methods_to_determine_the_size of an_object_in_micr
ons>; Acessado em 25/06/2016):
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Comprimento fisico de um pixel no CCD
Ampliacao total (Objetiva usada)

Tamanho da célula por pixel =

Dessa forma conseguimos estabelecer os parametros para ajustes dos do
Software ImageJ, como apresentados na Quadro 2 para cada objetiva, sendo que as
imagens foram capturadas na objetiva 4X. Dessa forma, usamos o coeficiente 0,1525

na medida da area dos depdésitos de célcio.

Tabela 3 - Relacdo entre micrébmetro e pixels

Relacao
Objetivas um / Pixel
4x 0,1525
10x 0,061
20x 0,0305
40x 0,0153

3.10 REVISAO SISTEMATICA

Foi realizado um estudo sistematico visando identificar pesquisas que
abordassem os efeitos do Resveratrol na proliferacéo de células saudaveis (sem efeito
inibitdério, ou células com caracteristicas tumorais), sendo todos trabalhos realizados

in vitro.

Foram seguidas as diretrizes do PRISMA Statement (MOHER et al. 2009) e
pesquisas em revistas cientificas foram realizadas no banco de dados eletronico
PubMed (U.S. National Library of Medicine National Institutes of Health), com ajuda

do software Endnote X7.5® (Thomson Reuters), para organizacdo dos estudos.

Foram excluidos dessa analise estudos in vivo, células com perfil tumoral,

estudos com nanoparticulas e artigos em outro idioma que néo fosse o inglés.

As palavras-chave usadas nas buscas foram: Resveratrol AND Proliferacéo
AND (in vitro).
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de todas as andlises realizadas com o Software ImageJ foram
avaliadas no GraphPad Prism7 (GraphPad Software Inc.), aplicando o teste t-student
e os dados apresentados como média+desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.

Para avaliacdo da proliferacdo das ceélulas-tronco da polpa dentaria, todos os
dados foram expressos como média + desvio padrdo. Para as variaveis analisadas,
foi utilizado a ANOVA two way; quando a diferenca apresentada era significante,
aplicou-se o teste de Tukey. Em todos os calculos foi fixado um nivel critico de 5%
(p<0,05). O software utilizado em todos os testes estatisticos foi o GraphPad Prism7

(GraphPad Software Inc.).
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4 RESULTADOS

4.1 PROLIFERACAO CELULAR

Como relatado previamente por ALMEIDA et al. (2015), observou-se que as
células do paciente com NF1 apresentaram um perfil tumoral, proliferando-se de modo

significativo (p<0,05) quando comparadas as células saudaveis (controle) (Figura 2).

2.0x105-

1.5x 105

1.0x10°+

5.0x 104+

Densidade Celular

Dias

Figura 2 — Contagem de células em Camera de Neubauer. A proliferacao de células foi maior
nas culturas de células NF1 do que nos controles (* p <0,05).

4.2 O RESVERATROL AFETA A PROLIFERACAO DAS CELULAS-TRONCO DA
POLPA DENTARIA DECIDUA NF1

Inicialmente, foram observadas, através da luz transmitida, que a proliferacao
celular NF1 é afetada com a exposicao a diferentes concentracdes de Resveratrol. Na
Fig. 3A € apresentado as células NF1 sem o tratamento com Resveratrol
apresentando uma confluéncia total das células. Nota-se que em 5 uM (Fig. 3B), 10
uM (Fig. 3C), 25 uM (Fig. 3D) e 50 uM (Fig. 3E), o Resveratrol se torna citotoxico de

um modo dependente da dosagem.
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Figura 3 - Micrografia ap6s 7 dias de exposicdo das células NF1 ao Resveratrol. A, Células
ndo tratadas com Resveratrol; B-E, células expostas a diferentes concentracdes de
Resveratrol. Objetiva de 10X e barra de escala: 100 um.

Comparando-se a proliferacdo das NF1 com as células SHED (controle),
observamos que diferentes concentracdes de Resveratrol afetam a proliferacdo das
células saudaveis (Fig. 4), sendo mais acentuada nas células NF1 em um modo
dependente do tempo e da dose, sendo justificavel nessas por apresentarem um perfil

tumoral (Fig. 5).
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Figura 4 - Exposicao do Resveratrol em células-tronco da polpa de dente deciduo saudavel.
Observa-se diferenca estatistica entre o SFB (10%) e 25 uM ou entre o SFB (10%) e 50 uM
no dia 7 (p<0,05).
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Figura 5 - Exposicdo de Resveratrol em células-tronco de dente deciduo do paciente com
NF1. Observam-se diferencas estatisticas (p<0,05) para as concentra¢des 10, 25 e 50 uM no
dia 5, e de todas as concentracdes testadas no dia 7.
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4.3 MINERALIZACAO

As células-tronco da polpa de dentes deciduos foram induzidas a diferenciacao
osteogénica. Em relacdo as células SHED (controle), as células NF1 que nao foram
expostas ao Resveratrol (Fig. 6) apresentaram uma deficiéncia significativa (p<0,05)
nos depdsitos de calcio de 27,78% (Tabela 2). Quando as SHEDs (controle) e NF1
eram suplementadas com 5 puM, havia um aumento significativo (p<0,05) da
mineralizagdo e a deficiéncia em relacdo ao controle diminuiu a 11,68%. Apesar da
reducdo da proliferacéo celular ser dependente da dose, como relatado previamente,
nas concentracdes de 10 uM e 25 uM foram observadas acentuadas mineralizacoes,
sendo a porcentagem de 9,82% e 9,38%, respectivamente (p<0,05). Com
concentracdes de Resveratrol de 50 uM, a proliferacdo (Figura 5) foi muito reduzida

em funcéo da alta citotoxicidade relatada na literatura.

0.08+

0.06
B3 CNT

3 NF1

Absorbance (570 nm)
o
8

0.02+

0.00-

Figura 6 - Avaliacdo da eficiéncia em diferentes concentracdes de Resveratrol na
mineralizacdo de células osteogénicas apo6s diferenciacdo. Note-se uma diminuicdo na
proliferacdo de células NF1 em comparagdo com os controles. A eficiéncia de mineralizagédo
€ evidente entre 10 e 25 uM (p<0,05). NT = N&o tratado.
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Tabela 4 - Proporcdo de mineragdo das células NF1 em diferentes concentracbes de

Resveratrol

Absorbancia média

Propor¢do de mineralizagao em

CNT NF1 relagdo ao controle (%)
N3o tratadas 0,063 0,045 72,22
5uM 0,046 0,041 88,32
10 uM 0,046 0,042 90,18
25 uyM 0,038 0,034 90,62
50 uM 0,022 0,020 89,54

Na Fig. 7 sdo apresentadas imagens de luz transmitidas do microscopio, onde

percebe-se (Fig. 7 A-E) uma diminuicdo da confluéncia com o aumento da

concentracdo do Resveratrol. Apds inducdo da diferenciacédo osteogénica das células

tronco da polpa de dentes deciduos e posterior coloracdo com Vermelho de Alizarina

(Fig. 7 A’-E’), nota-se que o Resveratrol de fato afetou a proliferacdo celular de modo

significativo (p<0,05), pois observa-se mais areas do fundo da placa de cultivo em

relacdo as células ndo expostas ao Resveratrol (controle). Por outro lado, as

concentragbes de 10 uM e 25 uM foram aquelas que apresentaram melhores

mineralizagdes por parte das células diferenciadas.

Figura 7 - Proliferag@o e mineralizagédo de células NF1. A-E, microscopia de luz transmitida e
A'-E', diferenciacdo osteogénica. A-A ', Controle; B-B', células expostas a 5 uM de Resveratrol;
C-C', 10 uM; D-D', 25 uM; E-E', 50 uM. Barra de escala: 100 um.
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4.4 VALIDACAO DA QUANTIFICACAO DE AREAS MINERALIZADAS APOS
DIFERENCIACAO OSTEOGENICA ATRAVES DO SOFTWARE IMAGEJ

Apés diferenciacdo osteogénica das células-tronco da polpa de dentes
deciduos, imagens foram capturadas como apresentados na Figura 8. Todas as
imagens foram convertidas em escala de branco/preto (8-bit) através do software
ImageJ e os pontos pretos correspondem as areas mineralizadas, as quais foram

guantificadas como pum/pixel com parametros pré-estabelecidos.

Células NF1

Figura 8 - Andlise realizada com o software ImageJ. Micrografias mostrando as colora¢des de
vermelho de alizarina (a esquerda) e as respectivas imagens convertidas em 8 bits (a direita
das respectivas colunas). Os pontos pretos correspondem aos depdésitos de calcio nas células
tronco da polpa de dentes deciduos induzidas a diferenciacdo osteogénica. Objetiva de 4X.

Os dados obtidos da andlise in silico foram quantificados (Figura 9) e foi
observado uma reducéo significativa no depdsito de calcio de 25,17% (p<0,05) em
relagdo ao controle, dados esses semelhantes aos obtidos anteriormente por
ALMEIDA et al. (2015).
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Figura 9 - Quantificacdo dos depoésitos de calcio usando o software de analise de imagens, o
ImageJ. Os dados representam a média + desvio padrao.

4.5 REVISAO SISTEMATICA DOS EFEITOS DO RESVERATROL EM CELULAS
SAUDAVEIS

Como apresentado no fluxograma (Fig. 10), um total de 9.235 artigos contendo
a palavra “Resveratrol” foi encontrado, sendo removido quatro artigos em duplicata no
mesmo banco de dados, sendo entdo selecionados 9.231 artigos. Como critério de
incluséo, foram triados os artigos que continham as palavras: Resveratrol AND
Proliferacdo AND (in vitro), resultando em 200 artigos. Sobre esses artigos, aplicou-
se o critério de exclusdo, sendo removidos 175 artigos dos quais abordavam sobre
estudos in vivo, ou que abordassem exclusivamente sobre células cancerigenas,
estudos com nanotecnologia, ou estarem em outro idioma que ndo o Inglés. Dessa
forma, restaram 25 artigos que foram avaliados pelo titulo e resumos, sendo excluidos
dois artigos por ndo estarem acessiveis o arquivo (PDF). Dos 23 artigos restantes,
todos esses foram incluidos para andlise, sendo separados na Tabela 3 estudos
aqueles sobre o efeito do Resveratrol no estimulo a proliferacdo de células saudaveis.
Na Tabela 4 sdo apresentados artigos relatando o efeito inibitério em células

saudaveis.
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Figura 10 - Fluxograma mostrando o processo de selec&o de artigos publicados.



Tabela 5 — Efeitos do Resveratrol no estimulo a proliferacdo em células saudaveis.
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Tipo celular

Proliferacéo

Referéncia

Células-tronco neurais (NSCs)

Aumento da proliferacdo (1, 5 e 20 uM)

(CHENG et al., 2015)

Células-tronco mesenquimais derivadas da

medula 6ssea humana (HBMSC)

As células foram expostas as concentracdes de 108 a 10° M,

e a proliferacdo celular foi dependente da dose

(DAl et al., 2007)

Fibroblastos da pele

Mencdo de proliferacdo celular mas ndo apresenta a

concentracao

(GIARDINA et al., 2010)

Fibroblastos MRC5 humano

Aumentou a proliferagcdo com 5 uM

(GIOVANNELLI et al., 2011)

Células endoteliais (HUVEC, HMVEC e
HMEC-1

Estimula a proliferagcdo de um modo dependente da dose (0,5
a 10 uM)

(MIKULA-PIETRASIK et
2012)

al.,

Células-tronco neurais (NSCs)

Promoveu proliferagéo das células NSCs a 1, 5, 10, 20,50 e
100 umol/l, sendo o melhor efeito observado em 5 umol/l, A
medida que se aumenta a concentra¢do ocorre incibicdo da

proliferacéo

(SHEN et al., 2016)

Células-tronco mesengquimais derivadas da

medula 6ssea de camundongos (BMSC)

A concentracdo de 10° mol.I'* melhorou a proliferacéo e o

potencial de diferenciacdo das células.

(SONG et al., 2006)

Células endoteliais (HUV-EC-C)

Células foram tratadas com Resveratrol e avaliadas em 24,
48 e 72 h. Baixas concentracdes (0,1-1,0 microg/ml) foi
observado que o Resveratrol estimula a proliferacéo,
enquanto altas concentracdes (10-100 microg/ml) induzia a
apoptose, diminuia a proliferacdo e resultava em alteracéo

morfolégica

(SZENDE; TYIHAK; KIRALY-
VEGHELY, 2000)




Tabela 3 — Continuacéo...

40

9 Células progenitoras endoteliais (EPC) Aumento da proliferacdo das EPC quando incubadas com | (WANG, X. B. et al., 2007)
Resveratrol (1, 10, 25 e 50 umol/L)
10 Células-tronco mesenquimais derivadas do | Proliferacdo e aumento de viabilidade para as células tratadas | (WANG, X. et al., 2016)
corddo umbilical humano (hUC-MSCs) com 0,1, 1e 2,5 uM de Resveratrol
11 Células mononucleares de

periférico(PBMC)

sangue

Proliferacdo celular quando expostos a 0, 2, e 5 umol/L

Resveratrol (e inibicdo observada em 10 pmol/L)

(ZUNINO; STORMS, 2009)




Tabela 6 — Efeitos do Resveratrol na inibicdo da proliferacdo de células saudaveis
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Tipo celular Proliferacéo
1 Células epiteliais gengivais humanas Inibicdo devido a dose 75 a 150 uM RSV durante 2 dias (BABICH,; REISBAUM;
ZUCKERBRAUN, 2000)
2 Macrofagos de camundongos RAW 264.7 Inibicdo em exposi¢édo a 50 uM (BILLACK; RADKAR,;
ADIABOUAH, 2008)
3 Células mononucleares do sangue periférico | Inibicdo de 69% das células em quando expostas a 100 uM. | (BOSCOLO et al., 2003)
humano
(PBMC)
4 Células mononucleares do sangue periférico | Inibicdo variou em relacdo ao gendétipo da célula, de 5 uM | (CAPELETO et al., 2015)
humano (para homozigotos AA e VV) e 10 uM (para heterozigotos AV).
(PBMCs) portando diferentes polimorfismos
(Alal6Val-SOD2)
5 Célula do musculo liso da artéria pulmonar Inibicdo quando expostas a 40, 80 e 100 uM em um modo | (CHEN et al., 2014)
dose dependente
6 Mioblastos C2C12 Inibicdo em 100 uM (HOSODA et al., 2013)
7 Pre-adipdcitos priomarios A proliferag&o diminuiu com exposi¢éo de 50 uM e 100 uM em | (PANG et al., 2006)
72h e 96h.
8 Sinovibcitos tipo fibroblastos Inibicdo das células quando expostas a 50 puM (TIAN et al., 2010)
9 Ceélula de musculo liso vascular arterial de | Inibicdo dose dependente: 20, 40, 80, 160 uM (WANG, Q. Q. et al., 2009)
coelho
10 | Fibroblastos cardiacos Inibic&o dose e tempo dependentes: 25-100 pM (WANG, S. J; WANG;
FAN, 2008)
11 Linfécitos T de ratos Inibicdo dose dependente: 30-100 uM (WONG et al., 2010)
12 normal human prostate epithelial (NHPrE) | Inibicdo quando expostas a 2.5-10 uM (ZHANG et al., 2009)

cells
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5 DISCUSSAO

O Resveratrol, uma fitoalexina presente nas uvas e em outras plantas, tem sido
demonstrado ter propriedade antioxidante, anti-inflamatoria e antiproliferativa. A
atividade antiproliferativa contribui para uma acdo quimiopreventiva e estudos
mostram que o Resveratrol afeta células tumorais (HOLIAN AND WALTER, 2001;
DERMANI et al., 2016). Os mecanismos do efeito antitumoral do Resveratrol ndo sao
completamente compreendidos, mas para uma variedade de células tumorais tratadas
com Resveratrol é observado apoptose (PIROLA AND FROJDO, 2008; ZHOU et al.,
2011; LIU et al., 2013).

Espera-se que os compostos antitumorais ou quimiopreventivos devam ser
seletivos as células transformadas ou malignas e, idealmente, ter pouco ou nenhum
efeito na viabilidade e proliferagdo de células normais. Porém, alguns estudos
examinaram os efeitos do Resveratrol sobre a proliferacdo de células sadias e
mostraram que o Resveratrol também pode inibir in vitro a proliferacéo de células de
musculo liso (ZOU et al., 1999) e queratinocitos (HOLIAN AND WALTER, 2001), mas
ndo afeta a viabilidade de linfocitos periféricos humanos normais ou ativados por
fitohemaglutinina (CLEMENT et al., 1998).

Por outro lado, nesta revisdo sistemética foram observados que 11 artigos
cientificos abordaram sobre o os efeitos do Resveratrol na proliferacédo celular e que,
dependendo da concentracdo aplicada no cultivo in vitro, as células tanto podem se
tornar proliferativas quanto inibidas. Nossos resultados com células-tronco da polpa
dentaria decidua, usada como controle ndo apresentaram proliferacdo elevada,
tampouco uma reducgdo significativa na proliferagéo celular. Em contrapartida, as

células NF1 foram muito afetadas dependendo da concentracdo e do tempo.

CAPELETO et al. (2015) avaliaram os efeitos do Resveratrol em células
mononucleadas do sangue periférico de pacientes com diferentes polimorfismos do
gene SOD2 (Superoxide dismutase). De acordo com os autores, diferentes genétipos
responderam diferentemente quanto a proliferacdo celular, sendo relatada uma
inibicdo celular em 10 uM em 24 h para um dado polimorfismos, sugerindo o trabalho
gue os efeitos do Resveratrol ndo € universal, e variam de acordo com a genética e
tipo celular (CAPELETO et al., 2015).
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Existem outros autores que também relatam efeitos divergentes do Resveratrol
na proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (LEONG et al., 2007; DORRIE et al.,
2011; BOYER et al.,, 2012; ZHANG et al., 2013; SASSI et al., 2014), reforcando
também que essa divergéncia possa se dar em funcao do tipo celular, organismo,

tempo de exposicao e dose de Resveratrol (RYAN et al., 2010).

BOSUTTI e DEGENS (2015) sugerem que para cada tipo celular,
concentracbes de Resveratrol sejam testadas avaliando a proliferacdo. De acordo
com prévios relatos na literatura, este trabalho visou testar nas células tronco da polpa

de dente deciduo as concentracfes de 5, 10, 25 e 50 puM.

Os dados gerados nesse trabalho corroboram com outros da literatura no
sentido que, nas células tronco de polpa de dentes deciduos, o Resveratrol inibiu a

proliferacéo celular em células com perfil tumoral (NF1).

Nos experimentos de diferenciacdo osteogénica, notou-se reducao significativa
dos depdésitos de célcio (25,17%) de células ndo suplementadas com Resveratrol.
Quando cultivadas na presenca de Resveratrol, evidencia-se melhora nos depdsitos
de célcio, sendo mais significativas em 10 e 25 uM, alcangcando mais de 90% de
mineralizagdo. O Resveratrol atua como um melhora a mineraliza¢éo das células NF1
induzidas a diferenciacdo osteogénica de uma forma dependente da dose. Como
Resveratrol afeta a proliferacédo celular, o uso de Resveratrol € interessante, e pode
contribuir para o controle do crescimento de neurofibromas, além de melhorar a
densidade Ossea nesses pacientes, sendo este ja demonstrandos com a

suplementagéo de Resveratrol em homens obesos e diabéticos.
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