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Resumo

As ceélulas-tronco mesenquimais (MSCs — Mesenchymal Stem Cells) sdo células
multipotentes presentes em uma grande variedade de tecidos. As MSCs séo capazes de se diferenciar
em diversos tipos celulares, como adipocitos, condrdcitos e osteoblastos. Esse trabalho avaliou o
efeito da morina, um flavonoide com diversas atividades bioldgicas e bioguimicas, sobre as fungdes
bioldgicas das células-tronco derivadas de dentes deciduos esfoliados humanos (SHEDs - Stem Cells
from Human Exfoliated Deciduos Teeth) e das células-tronco derivadas de tecido adiposo (ADSCs
- Adipose Tissue Derived Stem Cells). As MSCs foram isoladas, caracterizadas e tratadas com
morina por dois dias, para avaliar a viabilidade, e por 15 dias, para avaliar o efeito da morina no
potencial de diferenciacdo. A morina, nas concentracdes de 50, 75, 100, 125, 150 e 175ug/mL,
promoveu um aumento na viabilidade das SHED. Quando as ADSCs foram avaliadas, a viabilidade
celular aumentou nas celulas tratadas com morina, nas concentracdes de 100, 125, 150 e 175ug/mL.
A morina também foi capaz de diminuir o potencial de diferencia¢do das ADSCs, quando adicionada
ao meio de diferenciacdo osteogénico. Essa abordagem é de grande importancia na pesquisa para o
desenvolvimento de novas estratégias para a terapia celular, na medicina regenerativa e engenharia

de tecidos.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, flavonoides, medicina regenerativa.



Introducgéo

O uso de compostos ativos de espécies vegetais demonstra ser de grande importancia no
desenvolvimento de tratamentos alternativos para diversas doencas (Heeba e Mahmoud, 2014,
Kumar et al. 2010; Vanitha et al. 2014). Entre as substancias ativas presentes nas plantas, estao 0s
flavonoides, um grande grupo de metabdlitos secundarios presentes em todo o reino vegetal e que
sdo muito estudados devido as suas diversas atividades biologicas ja demonstradas (Bandyopadhyay
et al. 2006; Gopal, 2013; Srivastava et al. 2013).

A morina (3,5,7,2,4-pentahydroxyflavone em inglés) (Fig. 1) € um bioflavonoide conhecido por
suas propriedades terapéuticas e grande biodisponibilidade (Subash e Subramanian, 2012; Vanitha
et al. 2014). Dentre as suas atividades bioldgicas e bioquimicas estdo atividades antimutagénicas e
antitumorais, anti-inflamatorias, antidiabéticas, cardioprotetoras e, principalmente, antioxidantes
(Gopal, 2013; Heebaa e Mahmoudb, 2014; Kumar et al. 2014; Masek et al. 2014; Prahalathan et al.
2012).
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Fig. 1. Estrutura quimica da morina (Jakhar et al. 2014)

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo células multipotentes presentes em uma grande
variedade de tecidos. As MSCs tém origem mesodérmica e sdo capazes de dar origem a varios tipos
celulares com células do tecido 0sseo, cartilaginoso e adiposo. Essas células sdo capazes de aderir
ao plastico, adotando uma morfologia fibroblastoide e, sob condicGes especiais, diferenciam-se em
adipocitos, condrdcitos e ostedcitos (Dominici et al. 2006). A caracterizacdo fenotipica dessas
células revela a expressdo de CD29, CD44, CD73, CD105 e CD166 e auséncia de marcadores de
linhagem hematopoética, tais como CD34, CD45 e HLA-DR (Pittenger et al. 1999).

A polpa dos dentes deciduos humanos, também chamados de “dentes-de-leite”, sdo fontes das

chamadas SHEDs (Stem Cells from Human Exfoliated Deciduos Teeth - células-tronco de dentes



deciduos esfoliados humanos). O uso de dentes deciduos como fonte de MSCs apresenta algumas
vantagens em relacdo a outras fontes. Uma das vantagens é a obtencao de células com minimo dano
invasivo ao doador, uma vez que os dentes sdo descartados apds o processo natural de substituicéo
(Miura et al. 2003). A capacidade de diferenciagcdo em diversos tipos celulares e a alta capacidade
proliferativa tornam as SHEDs uma fonte atrativa para utilizacdo em pesquisas na area de engenharia
tecidual (Giordano et al. 2011; Kanafi et al. 2013). As células-tronco humanas obtidas de tecido
adiposo (ADSCs- Adipose Tissue Derived Stem Cells) sdo muito utilizadas devido a sua facil
obtencdo, uma vez que sdo isoladas a partir de tecido adiposo que seria descartado (Hung et al. 2014)
geralmente proveniente do processo de lipoaspiracdo. Além disso, as ADSCs apresentam como
vantagens a facil e réapida proliferacdo celular, por longo periodo de cultivo, além de

multipotencialidade e tolerancia a condicOes de hipoxia (Koellensperger et al. 2014).

A formacdo dssea é controlada por diversos fatores bioldgicos, como citocinas, horménios e
fatores de crescimento, regulando a proliferacdo e a diferenciacdo dos osteoblastos. A estimulacao
da diferenciacdo em osteoblastos a partir de células-tronco tem sido sugerida como uma opc¢éo
terapéutica na prevencao e/ou tratamento de doencas 0sseas, como a osteoporose (Schilling et al.
2014). Estudos mostraram que flavonoides e outros compostos derivados de plantas foram capazes
de promover a proliferacéo e a diferenciacdo de osteoblastos a partir de células-tronco (Schilling et
al. 2014; Srivastava et al. 2013; Ying et al. 2014).

Estudos do efeito de flavonoides sobre as func¢des biolégicas das MSCs sdo de grande
importancia para a medicina regenerativa, a fim de obter novos tratamentos para a regeneracao de
tecidos lesados. Atualmente, muitos estudos tém como foco a influéncia de flavonoides sobre as
células-tronco (Schilling et al. 2014; Srivastava et al. 2013; Ying et al. 2014). Sendo assim,
considerando as propriedades bioldgicas da morina e a capacidade de diferenciagdo e proliferacdo
das células-tronco, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do flavonoide morina em
células-tronco mesenquimais, provenientes de dois diferentes tecidos (dente e gordura), sobre a sua

influéncia na viabilidade, citotoxicidade e diferenciacdo celulares.

Materiais e Métodos
Materiais

Os produtos utilizados foram Soro Fetal Bovino (SFB) (CULTILAB, SP, Brasil), Rh - TGF-f-
1 (Peprotech). Foram adquiridos da Sigma-Aldrich: morina, meio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) baixa glicose, penicilina e estreptomicina, solucdo de tripsina-EDTA 10x,



dexametasona, acido ascorbico 2-fosfato (ASAP), Suplemento Liquido ITS (100x), insulina de
pancreas bovino, indometacina, rosiglitazona, hidrato de sal dissddico B-glicerofosfato, os corantes
(Alcian Blue 8GXG, Oil Red O e Alizarin Red S) e o MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrasolium bromide). O kit para LDH (Liquiform Ref .: 86-1 / 100) foi obtido da Labtest
Diagnostica SA.

Analise cromatografica da morina

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada para verificar se
havia produtos de degradacdo da morina e para a confirmacéo da pureza do produto utilizado. O p6
da morina foi solubilizado em metanol e filtrado em membrana de fluoreto de polivinilideno, de
0,45um (Millipore, EUA). Foi utilizado um cromatédgrafo liquido Shimadzu, com coluna
cromatografica Waters Nova-Pak C18 acoplada a pré-coluna Waters Nova-Pak C18 60A. Para a
fase movel utilizou-se a mistura agua:acetonitrila (30:70, v:v) acidificada (acido ortofosforico,
0,2%) com fluxo de ImL/min e deteccao por ultravioleta a 260nm e 350nm, conforme metodologia
descrita por Nunes e colaboradores (2014). Apos, calculou-se a area sob a curva (ASC) que avalia
e indica quantitativamente o produto analisado. Para avaliagdo da ASC, a morina foi solubilizada

em metanol nas seguintes concentrac@es: 1, 10, 50, 100 e 200ug/mL e analisada por CLAE.

Isolamento, cultivo e caracterizacao celular
- Células-tronco mesenquimais isoladas a partir de dentes deciduos esfoliados humanos

As amostras de trés dentes deciduos humanos foram obtidas em parceria com o Programa de
Pés-Graduacdo em Odontopediatria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os responsaveis
pelos pacientes assinaram um termo de consentimento aprovado pelo comité de ética da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob o CAAE (Certificado de Apresentacdo para
Apreciacio Etica) nimero 36403514.6.0000.5347.

Para o isolamento celular, a polpa dentéaria fresca foi coletada a partir de dentes deciduos em
processo de reabsorcdo. Imediatamente apds a coleta, os dentes foram imersos em meio de cultura,
composto por DMEM, 2,5¢g/L de Hepes, 10% de SFB, 100U/mL de penicilina, 100pg/mL de
estreptomicina e 0,25ug/mL de anfotericina. Em capela de fluxo laminar, cada polpa dentéria foi
cuidadosamente separada do tecido dentério e digerida em solucéo de 0,2% de colagenase de tipo I.

As celulas de cada dente foram semeadas em um po¢o de uma placa de cultivo de 12 pogos. O meio



foi substituido apds 24 horas, a fim de isolar as células aderentes e remover as ndo aderidas. Apos
esse procedimento, 0 meio foi trocado aproximadamente a cada 3 dias para permitir o crescimento
celular saudavel. As células foram mantidas a 37°C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de
CO., até atingirem 90% de confluéncia. Em seguida, as culturas foram tripsinizadas usando-se
0,05% de tripsina/EDTA e semeadas novamente na densidade de 5.000 células/cm?. Na quinta e
terceira passagens, as SHEDs e as ADSCs, respectivamente, foram caracterizadas e utilizadas nos
experimentos descritos abaixo. As MSCs foram mantidas em meio DMEM, suplementado com 10%
de soro fetal bovino inativado (SFB), 100U/mL de penicilina, 100pug/mL de estreptomicina e
0,25ug/mL de anfotericina, em uma atmosfera saturada de dgua a 5% de CO3, a temperatura de 37°C.
O meio de cultura foi trocado a cada 3 ou 4 dias e as células foram cultivadas até atingirem

aproximadamente 90% de confluéncia sendo, apds, tripsinizadas com 0,05% de tripsina/EDTA.

-Células-tronco mesenquimais isoladas de tecido adiposo humano

Para a avaliacdo do efeito da morina, outro tipo de células-tronco mesenquimais foi utilizado
nesse estudo, as células-tronco derivadas de tecido adiposo humano. Amostras de trés pacientes
submetidos a lipoaspiragcOes e/ou lipoesculturas foram obtidas em parceria com a Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre, na qual os pacientes foram esclarecidos sobre a utilizacéo das células
e, posteriormente, assinaram um termo de consentimento conforme o protocolo de nimero 3500/11,
parecer complementar: 118/11, Santa Casa de Misericdrdia de Porto Alegre, aprovado em
25/04/2011. Imediatamente ap6s o procedimento cirdrgico, o lipoaspirado foi armazenado em
recipiente de vidro estéril e transportado ao Laboratério de Hematologia e Células-tronco. Em capela
de fluxo laminar, o produto de lipoaspirado foi lavado com tampdo fosfato (PBS- phosphate buffered
saline) até a remocdo maxima do sangue. Apos a lavagem, o lipoaspirado foi incubado com 1 mg/mL
de colagenase tipo | para digerir o tecido. Apos, foi utilizado meio DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 100U/mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina — Gibco; e 0,25ug/mL
de anfotericina B) para inativar a colagenase e apos foi realizada uma lavagem adicional. As células
foram cultivadas em meio DMEM suplementado e colocadas em garrafa de cultivo. Apés 24 horas,
todo o0 meio de cultivo da garrafa foi retirado, para lavagem com PBS, com a finalidade de retirar
resquicios de gordura. As células foram mantidas em incubadora de CO2,a37°C, trocando-se 0 meio
de cultivo a cada 3 ou 4 dias.



Caracterizacdo das SHEDs e ADSCs como células-tronco mesenquimais

A caracterizacdo das células-tronco mesenquimais foi realizada por avaliacdo morfoldgica das

celulas aderentes, citometria de fluxo e ensaios de diferencia¢éo, conforme descrito a seguir.

- Perfil imunofenotipico

O perfil imunofenotipico foi realizado imediatamente apos a retirada das células da garrafa de
cultura utilizando-se tripsina/EDTA. As células foram contadas, ressuspensas em tampao de PBS a

106 células/mL e incubadas com os anticorpos contra os antigenos humanos.

Os seguintes anticorpos monoclonais, contra os marcadores de superficie celulares, foram
analisados: CD14, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105 e HLADR (Becton Dickinson - BD®, San
Diego, CA). Os anticorpos foram conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou
ficoeritrina (PE). Apds 30 minutos de incubagdo no escuro, as células foram lavadas com PBS 1x
para remover o excesso de anticorpo ndo-ligado. Controles isotipicos adequados foram usados e a
exclusdo de células mortas foi realizada por incubacdo com 7-aminoactinomycin D (7AAD). As
andlises foram realizadas no citdmetro de fluxo FACSAria 111 (Becton Dickinson) e analisadas por
software FACSDiva, verséo 6.0.

- Diferenciacéo celular in vitro

As células foram analisadas nas quintas e décimas passagens de cultivo para a sua capacidade
de se diferenciarem em osteoblastos, condrdcitos e adipécitos por meio de meios de inducéo,
previamente descrito por Bernardi e colaboradores (2011) (adaptado). Apos cerca de quatro semanas
de tratamento das células com os meios de diferenciacdo adipogénico, condrogénico e osteogénico

descritos abaixo, as culturas foram coradas, visualizadas sob microscopia Optica e fotografadas.

-- Diferenciagdo adipogénica

As celulas foram cultivadas em meio indutor de diferenciacdo adipogénico composto por meio
DMEM/HEPES contendo 10% de SFB, 100U/mL de penicilina, 100pug/mL de estreptomicina,
0,25pug/mL de anfotericina B, 1uM de dexametasona, 10ug/mL de insulina, 50uM de indometacina,

1uM de rosiglitazona e 0,5mM de 3-isobutil-1-metilxantina. Apds cerca de cinco semanas, a



acumulacao de goticulas de triglicerideos intracelulares foi visualizado por coloracdo com Oil Red
0.

-- Diferenciacao condrogénica

As ceélulas foram cultivadas em meio indutor de diferenciacdo condrogénico composto por
DMEM/HEPES, 10% de SFB, 100U/mL de penicilina, 100pug/mL de estreptomicina, 0,25ug/mL
de anfotericina B, 0,1uM de dexametasona, 10ng/mL de TGF betal, 50nM de &cido ascorbico 2-
fosfato e 1% de ITS 100x. A presenca de glicosaminoglicanos foi confirmada através da coloragédo

com Alcian Blue em microscopia invertida.

-- Diferenciacao osteogénica

As MSCs foram cultivadas durante 3-4 semanas em meio DMEM suplementado com soro fetal
de bovino (10%), 100U/mL de penicilina, 100pug/mL de estreptomicina, dexametasona (0,1uM),
acido ascorbico 2-fosfato (50uM) e B-glicerofosfato (15mM). A deposicdo de matriz mineralizada

foi observada por coloragdo com Alizarin Red.

Cultivo celular com morina
-Tratamentos das SHEDs e ADSCs com a morina

Na quinta passagem, as células derivadas de dentes deciduos foram semeadas a 2.500 ou 10.000
celulas por pogo, em placas de cultura de 96 pocos. Apds 2 dias, as células foram tratadas com a
solucdo de morina nas concentragfes de 0, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200ug/mL
dissolvido em DMSO (dimetilsulfoxido) (1%) adicionada ao meio DMEM e incubadas durante 2
dias. As células derivadas de tecido adiposo foram tratadas da mesma forma que as SHEDs, porém
as ADSCs foram utilizadas na terceira passagem. O controle utilizado foi o0 DMSO na mesma

concentracdo, sem morina. Apés 2 dias de incubacao, os testes bioldgicos foram realizados.

Para as analises de diferenciacdo, ambos os tipos celulares utilizados - SHEDs e ADSCs - foram
submetidas a dois tratamentos: morina adicionada ao meio de cultivo normal e morina adicionada
ao meio de diferenciacdo osteogénico e adipogénico. Em ambos os grupos, foram testadas as doses
de 0, 10 e 100ug/mL de morina dissolvida em 1% de DMSO. Como controle, foram utilizados meio

de cultivo, meio de cultivo com DMSO, meio de diferenciacdo e meio de diferenciacdo com DMSO.



Testes biologicos
-Avaliacéo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT

A viabilidade celular foi avaliada atraves da reducdo do MTT, um ensaio colorimétrico,
conforme procedimento padronizado no laboratorio de pesquisa (Ferreira et al., 20144, Ferreira et
al., 2014b, Pranke et al., 2014). As MSCs foram tratadas com as seguintes concentracfes de morina:
0, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200ug/mL, a 37°C. Apds 2 dias, as células foram
incubadas com 0,25ug/mL de MTT e, apds quatro horas, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido e 200uL de DMSO foram adicionados por poco para dissolver os cristais formados. A
absorbancia foi medida a 570nm e 630nm no aparelho 250 SpectraMax® (Molecular Devices, CA,
EUA), sendo os resultados calculados por subtracdo dos valores da absorbancia (570nm-630nm).
Os resultados foram expressos como percentagem de reducdo de MTT em relagdo a absorbancia de

células do controle (100%).

-Determinacdo da citotoxicidade: ensaio de liberacéo da lactato desidrogenase (LDH)

A medicdo da integridade da membrana celular foi determinada no sobrenadante da cultura
utilizando o ensaio de lactato desidrogenase (LDH), com um kit de teste comercial (LABTEST)
segundo padronizado no laboratério de pesquisa, de acordo com Pranke e colaboradores (2014). A
cultura de células-tronco foi tratada com morina, conforme supracitado. Ao final da incubacéo, ap6s
2 dias, uma aliquota de meio (cerca de 0,2mL) foi retirada para analise da liberacdo da LDH de
acordo com as instrugdes do fabricante. Como controle negativo, as células cultivadas nos pogos
com 1% de DMSO foram utilizadas. Como controle positivo, as células cultivadas nos pocos foram
tratadas com Triton X-100, 1% (v/v) durante 30 minutos. O Triton X-100 provoca a morte celular
permitindo a maxima liberacdo de LDH. As leituras foram realizadas no equipamento 560 LabMax
(Teste Diagnostica SA).

Potencial de diferenciagdo das células sob o efeito da morina

Para avaliar a possivel capacidade da morina influenciar na diferenciacao celular, 8.000 células-
tronco foram semeadas em cada pogo em microplacas de 96 pogos. Apos 2 dias de cultivo, as células
foram, entdo, incubadas com meio de diferenciagdo adipogénico, com e sem morina, a temperatura
de 37°C. Apods 15 a 21 dias, as células tratadas com meio de cultivo DMEM (controle) e meio

osteogénico, ambos com ou sem morina, foram coradas com Alizarin red e as células tratadas com



meio adipogénico, com ou sem morina, foram coradas com Oil red, a fim de observar se houve
diferenciacdo induzida somente pela morina mesmo sem a utilizacdo de meio indutor de

diferenciacéo.

Quantificacdo da diferenciacdo osteogénica induzida em células-tronco derivadas de tecido

adiposo humano (ADSCs)

Para avaliar se houve diferenca na diferenciacdo osteogénica das ADSCs, quando tratadas com
morina, realizou-se uma quantificagdo do corante Alizarin Red. Para isso, a matriz calcificada e
corada com o corante Alizarin Red foi dissolvida com acido acético 10% e analisada em

espectrofotdmetro em 405nm.

Observacao da morfologia intracelular

As MSCs, cultivadas em placas de 96 pocos e tratadas como descrito acima, foram lavadas com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4). Apos, as células foram fixadas durante 30 min
com solugdo de paraformaldeido a 4% em PBS. As MSCs foram permeabilizadas com Triton X e
coradas com 50ug/mL de rodamina/faloidina conjugada (40 minutos), lavadas com PBS e o0s nucleos
celulares foram corados com 0,5ug/mL de 4,6-diamidino-2-fenilindole, DAPI (1 minuto). As
fotografias que representam as diferentes amostras foram obtidas por microscopia fluorescente
(microscopio Nikon Eclipse Ti). O corante DAPI cora o nucleo da célula de azul brilhante e a

rodamina/faloidina cora a actina citoplasmatica, com corante fluorescente vermelho-alaranjado.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo (DP) de trés experimentos
independentes e avaliados utilizando ANOVA de uma via, seguida pelo teste Bonferroni T.
Diferencas significativas foram estabelecidas em p<0,05 e p<0,001. Os dados foram analisados

usando o programa BioStat 5.0.



Resultados e Discussao

Determinacéo da pureza da morina

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em 2 comprimentos de onda
(260 e 350nm) e ndo foram observados picos referentes a produtos de degradacdo ou outras
impurezas. Embora as informacdes do fabricante indicassem pureza maior de 95% e, também, os
flavonoides de estrutura molecular semelhante a morina geralmente possuem boa estabilidade
quimica, como a morina foi obtida no ano de 2008 resolveu-se realizar a CLAE para avaliar a
presenca de possiveis produtos de degradacdo. O perfil cromatografico da morina, em funcdo do
tempo, esta indicado na Fig. 2. O célculo da ASC demonstrou correlagdo linear nas diferentes
diluicdes utilizadas (R? = 0.9977), com equacéo da reta y = 33536x - 61680 indicando curva linear.

“\I‘?HM"];
i |}]'(¢%ﬁll.l.it‘l:‘|"\§|ﬂ

il

Fig. 2. Perfil cromatografico da morina em funcéo do tempo (minutos), analisado em dois comprimentos de onda: 350nm (em preto) e 260nm (em
azul), indicando o tempo de retencéo da morina de aproximadamente 4,2 minutos.

Caracterizacéo de células-tronco mesenquimais

A caracterizagdo das celulas-tronco mesenquimais foi realizada conforme os critérios da
Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT). As células mostraram-se aderentes ao plastico
quando mantidas em condicGes de cultura padrdo; as MSCs expressaram positividade (>95%) para
CD73 (ecto-5-nucleotidase), CD90 (Thyl) e CD105 (endoglina), enquanto expressaram
negativamente (<2%) para 0s marcadores de superficie CD11b, CD14, CD34, CD45 e HLA-DR ¢,



por fim, as MSCs tiveram potencial para se diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos

in vitro (Dominici et al. 2006).

Diferenciacéo celular

Neste trabalho, as células de dentes deciduos humanos esfoliados foram isoladas, cultivadas e
caracterizadas com sucesso como células-tronco mesenquimais, de acordo com Dominici e
colaboradores (2006). As celulas apresentaram morfologia tipica de fibroblasto e caracteristica de
aderéncia ao plastico (Fig. 3A, C, E). As células diferenciaram-se nas trés linhagens de células
mesodérmicas analisadas: a diferenciagdo adipogénica foi demonstrada por colora¢do com Oil Red,
mostrando coloracdo dos vacuolos de lipideos (Fig. 3B); a diferenciacdo condrogénica foi
demonstrada por coloragdo com Alcian blue, indicada pela coloragdo azul com depdsitos de
glicosaminoglicanos (Fig. 3D); a diferenciagdo osteogénica foi demonstrada por coloragdo com
Alizarin Red, indicado pelos depositos de calcio em vermelho (Fig. 3F).

Fig. 3. Potencial de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais derivadas de dentes deciduos nas trés linhagens mesodérmicas. As células
cultivadas em meio DMEM foram usadas como controle e coradas com Oil Red (A), Alcian Blue (C) e Alizarin Red (E). Diferenciacédo das SHEDs
nas seguintes linhagens: (B) adipogénica, indicado por goticulas de gordura, destacadas com Oil Red, (D) condrogénica, demonstrada por
glicosaminoglicanos corados com Alcian Blue e (F) osteogénica, evidenciada pela matriz calcificada corada com Alizarin Red. Microfotografias com

aumento de 400x.



Também foi realizado o isolamento, cultura e caracterizacdo de células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo humano (ADSCs). As ADSCs apresentaram morfologia tipica
fibroblastoide e aderéncia ao plastico. Da mesma forma que as SHEDs, as ADSCs diferenciaram-se
nas trés linhagens de células mesodérmicas testadas: condroblastos, osteoblastos e adipocitos.

Perfil imunofenotipico

A citometria de fluxo realizada com as SHEDs demonstrou um padr&o tipico de marcadores de
superficie para células-tronco mesenquimais, expressando positivamente CD73 (97,5%), CD90
(98,2%) e CD105 (98,7%) e com baixa expressdo dos marcadores hematopoéticos CD14 (0,2%),
CD34 (0%), CD45 (0,1%) e HLA-DR (0,2%).

Para as ADSCs, a citometria revelou um padrdo de expressao de marcadores de superficie
abaixo do padrdo estabelecido pela ISCT para células-tronco mesenquimais, apresentando
aproximadamente 90% de positividade para os marcadores CD73, CD90 e CD105. Ao mesmo
tempo, essas células apresentaram baixa positividade para os marcadores CD14 (0,1%), CD34
(0,3%), HLA-DR (0,1%).

Efeito da morina sobre a viabilidade de células-tronco

Neste estudo, foi avaliada a possivel influéncia da morina sobre a viabilidade das células-tronco
obtidas de dentes deciduos e de tecido adiposo por meio de ensaio com MTT (Fig. 4 e 5). Nas
células-tronco derivadas de dentes deciduos, em ambas as densidades celulares utilizadas, 0s
resultados da resposta bioldgica da morina sobre a viabilidade celular foram 0s mesmos. Em
comparacdo com o controle, as concentraces de morina de 1, 5, 10, 25 e 200ug/mL néao
apresentaram diferencas estatisticas no ensaio MTT. Porém, as concentragdes de 50, 75, 100, 125,
150 e 175ug/mL promoveram aumento da viabilidade celular (p<0,001) (Fig. 4).
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Fig. 4. Efeito da morina sobre a viabilidade de células-tronco derivadas de dentes (teste de MTT). Para esses testes, 2.500 ou 10.000 células-tronco
foram semeadas em microplacas de 96 pogos e apds 2 dias de cultivo as células foram incubadas com morina (0-200 pg/mL) durante 2 dias, a 37°C.
** Indicam diferenca estatistica significativa entre o controle de 2.500 células por pogo e os tratamentos com morina e * indicam diferenca
estatistica significativa entre o controle de 10.000 células por pogo e os tratamentos com morina (p<0,001). ANOVA de uma via seguida pelo pds-
teste de Bonferroni.

Nas ADSCs, o resultado do teste de viabilidade celular foi diferente nas duas densidades
celulares. Na densidade de 10.000 células/pogo, a morina apresentou nas ADSCs efeitos
semelhantes aos encontrados nas SHEDs, mostrando viabilidade celular estatisticamente similar ao
controle nas menores concentragdes de morina testadas, sendo que as concentracfes de 100, 125,
150 e 175 pg/mL promoveram um aumento significativo na viabilidade celular, quando comparado
com o controle (Fig. 5). Porém, o mesmo néo foi observado na densidade de 2.500 células/pogo, na

qual nenhuma das concentracGes apresentou aumento significativo na viabilidade celular.



0,25 2.5k cél/poco

m 10k cél/pogo
#t HH

0,2 7

it
0,15
01 +— -
0,05 +— -
0 1 T T T T T T T T T T
0 175 200

0 1 5 10 25 50 75 100 125 15
Morina (pg/ml)

—
|

Abs

Fig 5. Efeito da morina sobre a viabilidade de células-tronco derivadas de tecido adiposo (teste de MTT). Para esses testes, 2.500 ou 10.000 células-
tronco foram semeadas em microplacas de 96 pogos e ap6s 2 dias de cultivo as células foram entéo incubadas com morina (0-200 pg/mL) durante 2
dias, a 37°C. # Indicam diferenca estatistica significativa do controle de 10.000 células por pogo (p<0,001). ANOVA em uma via com pds-teste de
Bonferroni.

A influéncia de outros flavonoides na viabilidade de células-tronco ja foi descrita em outros
estudos. Srivastava e colaboradores (2013) mostraram que células-tronco mesenquimais de medula
6ssea (hBMSCs) apresentaram aumento da viabilidade quando incubadas com quercetina e rutina,
dois flavonoides muito utilizados em pesquisas de terapia celular, os quais ndo foram citotoxicos.
Ying e colaboradores (2014) obtiveram resultados semelhantes com o flavonoide miricetina. Assim,
0 presente estudo, corrobora com o encontrado na literatura, evidenciando auséncia de citotoxicidade

da morina e efeito proliferativo nas células avaliadas.

Efeito da morina na citotoxicidade nas células-tronco

Para avaliar o possivel potencial citoprotetor da morina, a citotoxicidade foi avaliada por ensaio
de liberacdo da enzima lactato desidrogenase (Fig. 6). Foi possivel observar que, nas concentraces
de 125 e 150pg/mL de morina, ocorreu uma diminuicdo significativa da citotoxicidade em ambas
as densidades celulares das células-tronco derivadas de dentes deciduos em comparagdo com as
outras concentracdes de morina, as quais foram estatisticamente semelhantes ao controle. Além
disso, nas concentracbes de 25 e 100pg/mL de morina, observou-se uma diminui¢do da

citotoxicidade na densidade de 2.500 células por pogo. O controle de morte celular (Triton)



apresentou estatisticamente maior liberacdo de LDH, indicando que nao houve nenhum efeito toxico

nas células tratadas com morina.
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Fig. 6. Efeito citoprotetor da morina sobre as células-tronco derivadas de dentes deciduos humanos (teste de liberagdo da lactato desidrogenase). Para
esses testes, 2.500 ou 10.000 células-tronco foram semeadas em microplacas de 96 pogos e, apos 2 dias de cultivo, as células foram entéo incubadas
com morina (0-200pug/mL) durante 2 dias, a 37°C. Apds, o sobrenadante foi removido e analisado para verificar a liberagdo da lactato desidrogenase.
O Triton foi utilizado como controle de morte celular. Diferenga estatistica significativa do controle de 2.500 células por pogo (*) (p<0,05) e do
controle de 10.000 células por pogo (#) p<0,05 e (##) p<0,01. ANOVA em uma via com pos-teste de Bonferroni.

Esse resultado da diminuicdo da citotoxicidade j& era esperado, devido as propriedades
antioxidantes da morina e aos resultados encontrados na literatura, os quais relatam o potencial

citoprotetor dos flavonoides (Braun et al., 2011).

Nas células-tronco derivadas de tecido adiposo ndo foi possivel realizar os testes, devido a um

problema com o aparelho que realiza as analises.

Efeito da morina sobre o potencial de diferenciacdo das células-tronco

Alguns estudos descrevem os flavonoides como substéncias que apresentam diversas
propriedades biologicas e bioquimicas (Bandyopadhyay et al., 2006; Prahalathan et al., 2012;
Schilling et al., 2014). Isso demonstra a importancia da pesquisa desses compostos aliados a
multipotencialidade das células-tronco, para que se obtenha novas alternativas na prevencao e/ou

tratamento de doencas. Muitos estudos tém focado no uso de flavonoides para a engenharia de



tecidos. Alguns estudos analisaram os flavonoides como uma possivel alternativa no tratamento da
osteoporose, uma vez que os flavonoides geralmente aumentam o potencial de diferenciacéo
osteogénico das MSCs (Schilling et al. 2014; Srivastava et al. 2013; Ying et al. 2014).

Nesse estudo, observou-se que, nos testes de indugéo a diferenciagdo, a morina adicionada ao
meio de diferenciacdo osteogénico reduziu a capacidade de diferenciacdo em osteoblastos das
células-tronco derivadas de tecido adiposo humano em um padréo dose-dependente. (Fig. 7). Além
disso, quando essas mesmas células foram tratadas com morina adicionada ao meio de cultivo, sem

indutores de diferenciacédo, ndo foi observada diferenca significativa em relacdo ao controle.

0,250
0,200
0,150
(%]
Q2
<
0,100
- I I I I ' '
0,000
DMEM DIFO DIF 10 DIF 100 DMEM DMEM 10 DMEM 100
OMOR MOR MOR

Fig. 7. Quantificacdo da diferenciacéo osteogénica induzida em células-tronco derivadas de tecido adiposo humano (ADSCs). Para este teste, 8.000
células-tronco foram semeadas em microplacas de 96 pocos e, ap6s 2 dias de cultivo, as células foram entéo incubadas com meio de diferenciacéo
adipogénico com ou sem morina, durante 15 dias, a 37°C. Apos, realizou-se a coloragdo com Alizarin Red e a quantificagdo espectofotometrica. Os
dados estdo expressos como a média + desvio padréo de trés experimentos independentes. Diferenca estatistica significativa do DMEM (controle)
(##) (p<0,001). ANOVA em uma via com pos-teste de Bonferroni.

N&o foi possivel analisar o efeito da morina na diferenciacdo adipogénica, uma vez que as
células do controle negativo também diferenciaram em adipdcitos, mesmo sem os indutores. 1sso
pode ser explicado devido ao fato de as celulas derivadas de tecido adiposo possuirem genes
especificos capazes de promover mais facilmente a diferenciacéo adipogénica (Schaffler e Buchler,
2006) o que pode ter interferido no experimento. Ja nos experimentos com as SHEDSs, ndo foi
possivel ter resultados conclusivos quanto a diferenciacdo osteogénica, uma vez que o controle

positivo ndo diferenciou em osteoblastos para que fosse possivel ser realizado o estudo comparativo.



Embora a hipdtese inicial do estudo era que a morina aumentasse o potencial de diferenciacao
das MSCs, seguindo os resultados encontrados com outros flavonoides na literatura, os resultados
obtidos mostraram que a morina causou a diminuigéo da diferenciagdo osteogénica nas MSCs, o que
seria interessante ser investigado para o controle de doencas nas quais ha substituicdo anormal de
tecidos por tecido 6sseo. Além disso, a morina teve efeitos biologicos importantes, aumentando a

viabilidade celular e diminuindo a citotoxicidade.

Observacéo da morfologia intracelular

As MSCs foram cultivadas e tratadas conforme descrito anteriormente. As fotografias, obtidas
por microscopia de fluorescéncia (microscopio Nikon Eclipse Ti), ilustram as amostras sem
tratamento com morina e com tratamento de 100ug/mL. Nas imagens, é possivel observar que 0s
nucleos corados com DAPI apresentam uma coloracao azul brilhante e que a actina citoplasmatica

apresenta-se marcada com rodamina/faloidina com uma coloracéo fluorescente vermelho-alaranjada
(Fig. 8).

Fig. 8. Células-tronco derivadas de dentes deciduos corados com DAPI (ndcleos azuis), faloidina (citoplasma em vermelho) e sobreposicéo (DAPI e
faloidina) da esquerda para a direita respectivamente. Em (A) sem tratamento com morina e em (B) com tratamento de 100ug/mL. Microfotografias
com aumento de 400x.



Conclusoes

O presente estudo mostrou o efeito da morina sobre as células-tronco mesenquimais, tanto
no aumento da viabilidade celular e diminuicdo da citotoxicidade, quanto na diminuicdo da
diferenciacdo osteogénica. O cultivo das células-tronco derivadas de dentes deciduos bem como
celulas-tronco derivadas de tecido adiposo em associa¢do com o tratamento da morina demonstrou
aumento da viabilidade das MSCs pelo teste MTT. O tratamento com morina em células-tronco
derivadas de dentes deciduos esfoliados humanos (SHEDSs) apresentou efeito citoprotetor e pode ser
uma vantagem para uso na medicina regenerativa. Além disso, a morina diminuiu a diferenciacéo
osteogénica em células-tronco derivadas de tecido adiposo humano. Como perspectivas futuras, a
incorporacdo desse flavonoide em matrizes de nanofibras poliméricas, servindo de suporte para o
crescimento das células-tronco, podera ser uma importante estratégia na engenharia de tecidos,

visando o tratamento de lesdes teciduais.
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