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Rios, R. A. Efeito de flavonéides EGCG e taxifolina na viabilidade e migracéo de
fibroblastos. 2022. 28 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacéo) - Faculdade
de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2022.

RESUMO

Compostos bioativos naturais estdo sendo estudados em busca de principios ativos
gue possam compor os curativos de demora. Eles poderiam auxiliar na eliminagcéo
da microbiota residual, sem causar toxicidade aos tecidos remanescentes e permitir
a regeneracao tecidual natural. Flavonoides sdo metabdlitos secundarios de plantas
que tem apresentado grande amplitude terapéutica como acdo antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatoria, entre outras. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito dos flavonoides taxifolina e epigalocatequina-3-galato (EGCG) sobre a
viabilidade e migracdo de fibroblastos. Fibroblastos da linhagem L3T3 foram
expostos a concentragdes decrescentes (1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,0312, e 0,015
mg/mL) dos flavonoides e do controle hidréxido de céalcio por 24h e determinada a
viabilidade e migracdo celular pelo método da resazurina e de Coomassie. Os
resultados foram avaliados estatisticamente considerando p<0,05. A viabilidade
celular foi superior a 80% para os compostos taxifolina, EGCG e hidroxido de célcio,
a partir das concentracdes de 1mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,125 mg/mL, respectivamente.
EGCG e taxifolina apresentaram efeito similar sobre a migracdo dos fibroblastos,
porém inferior ao hidréxido de calcio. Conclui-se que os flavonoides taxifolina e
EGCG foram citocompativeis e nao influenciaram a migracdo de fibroblastos nas
concentragdes mais baixas estudadas.

Palavras-chave: Flavonoides, viabilidade celular, migracéo celular



Rios, R. A. Effect of flavonoids EGCG and taxifolin on fibroblast viability and
migration. 2022. 28 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao) - Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2022.
ABSTRACT

Natural bioactive compounds have been studied in order to search for active
principles that can compose endodontic dressings. These materials could promote
the elimination of residual microbiota, without causing toxicity to the remaining
tissues and allowing natural tissue regeneration. Flavonoids are secondary
metabolites of plants that have shown great therapeutic range as antimicrobial,
antioxidant, anti-inflammatory, among others. Thus, the aim of this study was to
evaluate the effect of the flavonoids taxifolin and epigallocatechin-3-gallate (EGCG)
on fibroblast viability and migration. L3T3 lineage fibroblasts were exposed to
decreasing concentrations of flavonoids (1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,0312, e 0,015
mg/mL), isolated for 24h and cell viability and migration was determined by the
resazurin and Coomassie methods. The results were statistically evaluated
considering p<0.05. Cell viability was higher than 80% for the compounds taxifolin,
EGCG and calcium hydroxide, at concentrations of 1mg/mL,

0.5 mg/mL and 0.125 mg/mL, respectively. EGCG and taxifolin had a similar effect on
fibroblast migration, but less than calcium hydroxide. It is concluded that the
flavonoids taxifolin and EGCG were cytocompatible and had no effect on migration of

fibroblasts in the lowest tested concentrations.

Keywords: Flavonoids, cell viability, cell migration
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1 INTRODUCAO

De forma geral, o objetivo do tratamento endoddntico € manter a integridade
da raiz, bem como, prevenir ou resolver doengas periapicais e perirradiculares, pela
erradicacdo dos microrganismos e de suas toxinas presentes no sistema de canais
radiculares (HARGREAVES et al., 2008). No caso especificamente dos dentes
permanentes jovens, este tratamento deve utilizar substancias que eliminem a
microbiota dos canais radiculares, porém nao causem toxicidade celular, permitindo
a continuidade do desenvolvimento radicular, além de favorecer a resolucdo das
infeccbes periapicais (HARGREAVES et al., 2008; IGLESIAS-LINARES et al., 2013).
Embora a instrumentacdo mecéanica associada as solugbes irrigadoras
antimicrobianas realizada na primeira sessdo do tratamento endododntico
convencional reduza significativamente a microbiota presente no interior dos canais
radiculares, microrganismos podem permanecer devido a complexidade anatémica
do sistema de canais radiculares e a resisténcia destes ao tratamento quimico-
mecanico ocasionarem infeccdes persistentes ou secundarias (SIQUEIRA JUNIOR
et al, 2007; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS, 2009). A manutencdo ou o
desenvolvimento de lesGes periapicais, ap0s o tratamento endodéntico tem sido
atribuido a fatores relacionados com a presenca e viruléncia de bactérias e fungos
no sistema de canais radiculares e/ou tecidos periapicais (HANCOCK et al., 2001,
NAIR et al., 1999). Assim, medicacao intracanal principalmente com materiais a base
de hidréxido de calcio (HC), sado indicados para eliminar essa microbiota
remanescente e estimular o reparo das lesdes periapicais (PARIROKH,;
TORABINEJAD, 2010; SHEEHY; ROBERTS, 1997). Embora esses materiais sejam
muito utilizados, ainda ndo existem medicacdes consideradas biolégicas, ou seja,
gue possam atuar sobre 0os microrganismos residuais, sem causar toxicidade aos
tecidos remanescentes e que possam permitir a regeneragao tecidual natural
(IGLESIAS-LINARES et al.,, 2013; JUNG; LEE; HARGREAVES, 2008; TANEJA,
KUMARI; PARKASH, 2010).

Compostos bioativos derivados de plantas, como os flavonoides, tém recebido
destaque na literatura devido a sua amplitude terapéutica (TRIPOLI et al., 2007).
Flavonoides constituem as classes mais importantes de polifendis, com mais de
5000 compostos ja descritos na literatura (PIETTA, 2000; TRIPOLI et al., 2007).

Estdo presentes em frutas e vegetais, geralmente como metabdlitos secundarios e
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atuam na defesa das plantas contra agentes externos (TRIPOLI et al., 2007).
Estudos tém apontado diversas propriedades farmacolégicas dos flavonoides, como
acao antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoéria, osteogénica,
antiosteoclastogénica, entre outras (PIETTA, 2000; PILSAKOVA; RIECANSKY;
JAGLA, 2010; TRIPOLI et al.,, 2007). Os flavonoides sao divididos em: flavonas,
flavonais, flavanonas, flavanonol, flavandis, antocianidinas e chalconas. A taxifolina
(ou dihidroxiquercetina) é um tipo de flavanonol que € amplamente distribuida nas
cascas do género Pinus ou Larix, em sementes do género Silybum e encontrado em
frutas, especialmente laranjas, uvas e toranjas (WEIDMANN, 2012). Taxifolina tem
apresentado ampla acao terapéutica, entre as quais, atividade antimicrobiana contra
Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (JEONG et al., 2009), Acinetobacter
hemolyticus (CHATZOPOULOU et al., 2010) e atividade antifungica (KANWAL et al.,
2010). Sobre o efeito anti-inflamatorio da taxifolina, estudo avaliando a silimarina, um
importante composto ja licenciado, que apresenta em sua composicdo, a taxifolina,
mostrou inibicdo de TNF-a e NF-kB e a producdo de citocinas inflamatérias por
células-T (WAGONER et al., 2010; FU et al.,2021; MOON; LEE; NAM, 2019).

Flavandis ou catequinas séo flavonoides abundantes na natureza e diversas
pesquisas tem avaliado seu potencial farmacoldgico principalmente quando
extraidos do cha verde, produzido da folha da planta Camellia sinensis. Seu principal
flavonoide é o EGCG que possui atividades biologicas com diversos efeitos
benéficos ja atribuidos ao cha verde (HUO et al., 2008). O EGCG tem sido apontado
como um flavonoide promissor na prevencdo e tratamento de cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes, doencas neurodegenerativas, entre outras (HUO et al.,
2008). Além dessas aplicacfes, também apresentou atividade antimicrobiana contra
E. faecalis, tanto em células planctbnicas como em biofilme, em baixas
concentracdes (LEE; TAN, 2015) e alguns periodontopatégenos (SHAHZAD et al.,
2015). O EGCG também é capaz de atuar como um modulador anti-inflamatério em
polpas inflamadas, inibindo a expressdo de VEGF e COX-2 em células da polpa
dentaria (NAKANISHI et al., 2015), a expressao de citocinas pro-inflamatorias e de
moléculas de adesdo (NAKANISHI et al., 2010).



2 OBJETIVOS

Avaliar o efeito dos flavonoides taxifolina e EGCG sobre a viabilidade e
migracao de fibroblastos.

13
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3 METODOLOGIA

3.1 Preparo dos flavonoides e controles

Neste projeto, avaliou-se os seguintes flavonoides: EGCG (#E4143) e
Taxifolina (#78666) que foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO/
USA). Solucdes estogues dos flavonoides foram preparadas e congeladas em
dimetilsulféxico - DMSO a 30mg/mL. Como controles positivos foram utilizados
hidréxido de calcio PA (Biodinamica, Ibipord — PR/BR) dissolvido em solu¢éo salina
(Img/mL) e meio DMEM. Todos os compostos foram filtrados e os ensaios foram

realizados em triplicata, em trés dias independentes.

3.2 Efeito dos compostos sobre a viabilidade celular
3.2.1 Cultivo celular

Fibroblastos da linhagem L3T3 foram cultivados em Meio de Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM; Gibco, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (FBS; Gibco), 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/miL de
estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina (Gibco) em incubadora umidificada com 5%
de CO2 e 95% de ar a 37°C (Isotemp Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA). As
culturas de células foram subcultivadas a cada 2 dias até atingir a formacdo de uma
monocamada com um numero adequado de células para os ensaios subsequentes
(CAIAFFA et al., 2017).

3.2.2 Analise da viabilidade celular

Este ensaio foi conduzido segundo estudos anteriores de Caiaffa et al. (2017).
Células L3T3 foram submetidas ao tratamento com tripsina (TrypLETM Express, Life
Technologies Inc.) por 5 min a 37°C e semeadas (10° células/ por poco) e pré-
incubadas por 24 h. Em seguida, as células entdo foram estimuladas com 1) grupo
controle: meio DMEM; 2) solucdo de hidroxido de calcio (Img/mL) e 3) grupos
experimentais (EGCG, taxifolina) por 24h em concentracdes decrescentes a partir de
1 mg/mL seguida de 6 diluicbes subsequentes. O sobrenadante foi removido e a

viabilidade celular foi avaliada pelo método da resazurina. As células foram lavadas
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com PBS e uma solugao de resazurina (5 pg/mL) foi adicionada ao meio de cultura
por 4h. Entdo, amostras foram retiradas de cada poco para realizagao da leitura em
espectrofotometro. A absorbancia foi lida a em leitor de microplacas (Biotek,
Winooski, VT) a 570 e 600nm. Os valores obtidos das 2 aliquotas foram calculados
para fornecer um valor Unico para cada poc¢o. As médias foram calculadas para 0s
grupos e transformadas em porcentagens de viabilidade celular em relagdo ao
controle negativo (DMEM), que foi definido como tendo 100% de metabolismo

celular.

3.3 Efeito dos compostos sobre a migracéao celular

Os ensaios de migracao celular foram conduzidos em uma placa contendo um
dispositivo em forma de pino (VP Scientific VP-408FH, San Diego, CA), inserido em
cada poco utilizando somente 0os compostos nas concentracdes consideradas nao
citotoxicas pelo teste de viabilidade celular. Esse dispositivo foi utilizado para criar
areas padronizadas no centro dos pocos onde ndo houve crescimento celular (areas
de “feridas”). As células foram adicionadas em cada po¢o e mantidas em
crescimento celular por 24h. No final desse periodo, o dispositivo foi removido e as
células foram expostas sob acéo dos flavonoides nas concentracdes de 0,062; 0,031
e 0,015 mg/mL durante 24h, 72h e 120h nas mesmas condicbes mencionadas no
item 3.2.1. Em seguida, os poc¢os foram lavados com PBS e as células fixadas com
solucéo de 3,7% de formaldeido + 0,2% de Tritox-X100, 1X PBS por 30 min. Por
fim, as células foram coradas com 0,25% azul de Coomassie + metanol50% e
acido acético a 10% e deixadas para secar. As placas foram fotografadas e
analisadas pela contagem de células que migraram a partir da area da ferida para o
centro dela por meio do programa NIH-Image J e os valores expressos em % de
células em relacéo ao controle (DMEM -100%) (SAN MIGUEL et al., 2011).

3.4 Formade analise dos dados

Os dados foram analisados no programa estatistico SPSS 17.0 (SPSS
GmbH, Munique, Alemanha). Os valores apresentaram distribuicdo normal

(homogenedade) e os dados foram submetidas a andlise de variancia (1-way
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ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas com nivel

de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito dos compostos sobre a viabilidade celular

Os compostos taxifolina, EGCG e o controle hidréxido de calcio foram
testados quanto seus efeitos citotoxicos pelo ensaio de viabilidade celular pelo

meétodo de resazurina. Os resultados sdo apresentados na figura 1.

Quando as células foram tratadas com EGCG apresentaram viabilidade acima
de 80% a partir da primeira concentracdo testada (1 mg/mL) e mantiveram esse
resultado em todas as concentracfes testadas. A viabilidade celular para o
tratamento com taxifolina foi superior a 80% a partir de 0,5 mg/mL, resultado que se
manteve nas seguintes diluicdes. O hidroxido de calcio apresentou toxicidade até
0,125 mg/mL. Para os ensaios seguintes foram selecionadas as concentracdes de
0,062; 0,031 e 0,015 mg/mL que foram citocompativeis para todos 0os compostos

testados.

Figura 1 - Ensaio de viabilidade celular. Médias (Desvios-Padrdo-DP) das porcentagens de
células viaveis obtidas ap6s o tratamento com os compostos (mg/mL) testados no periodo de
24 horas
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concentracdoavaliada, de acordo com ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor, 2021



18

4.2 Efeitos dos compostos sobre a migracao celular

A figura 2 apresenta o efeito dos compostos sobre a migragédo celular. No
periodo de 24h, considerando a concentracdo de 0,062 mg/mL, diferenca estatistica
foi observada entre taxifolina, com menor taxa de migracéo e os dois grupos EGCG
e hidréxido de calcio. Nesta concentracdo, comparando com o controle, tanto EGCG
quanto taxifolina apresentaram taxas de migracdao inferiores ao controle. Na
concentracédo 0,031, ndo houve diferenca entre os grupos e entre eles e o controle.
E na concentracao de 0,015 mg/mL, apesar dos compostos ndo diferirem entre si, EGCG
e hidréxido de calcio diferiram do controle. Nos periodos de 72h e 120h, o hidréxido de
calcio demonstrou o maior efeito sobre a migracédo das células, quando comparado
aos outros compostos, em especial nha concentracao de 0,062 mg/mL. Efeito similar
foi observado para os demais compostos nesses tempos finais nas concentracdes de
0,031 e 0,015 mg/mL, com o aumento da migracdo celular a medida que a
concentracdo diminui. Nas figuras 4, 5 e 6 foram selecionadas imagens
representativas do ensaio de migracdo celular para os tratamentos com taxifolina,
EGCG e hidroxido de calcio, demonstrando as “areas de feridas” sendo
completamente preenchidas com as células ao longo do tempo, com destaque para

0 grupo hidroxido de célcio.

Figura 2 - Ensaios de migracao celular. Médias (Desvios-Padréo-DP) das contagens celulares
nas areas de feridas, nos periodos de 24h, 72h e 120 h
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Letras mindsculas diferentes mostram diferenga entre os grupos de compostos, em cada
concentracdo avaliada, de acordo com ANOVA e teste de Tukey, considerando p<0,05.

* Diferenca estatistica entre os grupos e o controle, em cada tempo avaliado, de acordo com o teste
de Dunnett, considerando p<0,05.
Fonte: Autor, 2022
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Figura 3 - Imagens representativas dos ensaios de migracdo celular em 24h. Nota-se efeito
similar entre os grupos taxifolina, EGCG e hidréxido de célcio sobre migracdo das células

apds tratamento de 24h
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Figura 4 - Imagens representativas dos ensaios de migracdo celular em 72h. Nota-se efeito
similar entre os grupos taxifolina e EGCG e efeito superior para o grupo hidréxido de célcio
sobre migracéo das células ap6s 72h de tratamento

72 Horas

0,062pg/mL 0,031pg/mL 0,015ug/mL

Taxifolina
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Figura 5 - Imagens representativas dos ensaios de migracdo celular em 120 h ou 5 dias. Nota-
se efeito similar entre os grupos taxifolina e EGCG e efeito superior para o grupo hidréxido de

célcio sobre migracao das células apds 120h de tratamento
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5 Discussao

A migracdo celular é um importante passo no processo de reparo tecidual e
tem como base o reconhecimento de sinais quimicos que determinam a direcdo do
movimento e o tipo de célula atraida (TREPAT et al., 2012). Os fibroblastos fazem
parte da constituicdo da polpa dentéria e da regido periapical (MOULE et al., 1995) e
possuem a capacidade de produzirem matriz extracelular frente a um agente
agressor e induzirem o reparo tecidual (STAQUET et al., 2008; STANISLAWSKI et
al., 1997). Na literatura podemos encontrar trabalhos evidenciando o efeito positivo
dos flavonoides sobre a proliferacdo, migracdo e reparo celular (CARVALHO et al.,
2021; CHE ZAIN et al., 2020), sobretudo, pela capacidade desses compostos em
reduzirem radicais livres formados durante o processo de reparo tecidual
(ANTUNES-RICARDO et al., 2015).

Estudos demonstram que o EGCG é capaz de estimular o reparo tecidual de
células de interesse odontoldgico. O composto apresentou atividade sobre a
diferenciacdo de células pulpares tdo como em células periodontais através do
aumento das proteinas ligadas a via de sinalizacdo PI3K/Akt de forma dose-
dependente (DING et al., 2021). Alem disso, € possivel encontrar trabalhos sobre a
atividade osteogénica do EGCG. Kim et al. (2019) demonstrou a capacidade do
composto em induzir a proliferacdo e a atividade de fosfatase alcalina em células
pulpares humanas. Han et al. (2011) observaram que o estimulo causado pelo
EGCG pode ser proliferativo ou antiproliferativo, dependendo da concentracdo do
composto. Em células de fibroblastos da derme humana neonatal (mHDFs), esses
autores verificaram que em doses baixas (100-200 puM) causou minimas alteracfes
na morfologia e na proporcao de ceélulas, entretanto, em doses altas (400-800 uM)
reduziu o niumero de células aderidas e induziu a apoptose (HAN et al., 2011). Em
outro estudo, EGCG estimulou a proliferacdo e migracdo de células tronco neurais
ao redor de lesbes traumaticas no cérebro de ratos. Além disso, EGCG eliminou ou
absorveu os radicais livres produzidos pela injaria tecidual ao redor da regiao
afetada (ITOH et al., 2012). EGCG quando incorporado em matrizes de acido
hialurénico e acido poli-lactico-co-glicélico (poly(lactic-co-glycolic acid, PLGA PLGA)
aumentou a adesao e a proliferacéo de fibroblastos dérmicos humanos nessa matriz

e acelerou o reparo de areas de feridas em diabéticos ap0s duas semanas da
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aplicacao de matriz, aumentando a reepitelizacdo, neovascularizacéo e a deposicéo
de coldgeno (SHIN et al., 2016).

Além do efeito antimicrobiano da taxifolina como observado sobre
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (SHEVELEV et al., 2020,
2018.), ela também pode aumentar a expressao da enzima Anidrase carbdnica IX
(CA9) e causar inibicdo da proteina HIF-1a frente a hipoxia celular em células
pulpares, efeito esse que pode manter as células vivas frente a condicOes
inflamatoérias (FU et al.,2021). Taxifolina reduziu a morte de células epiteliais
afetadas pelo cadmio (metal pesado que induz apoptose celular) na concentracédo de
até 100 pM. O efeito protetor da taxifolina foi relacionado a sua capacidade
antioxidativa e reduzir a atividade de proteinas apoptéticas como catepsina D e B,
caspase 3 e 7 (MOON, LEE & NAM, 2019). Duque et al. (2022) demonstraram que
EGCG e taxifolina exibem um comportamento terapéutico dependente da
concentracdo, tempo e modo de aplicacdo, porém, em concentraces baixas (EGCG
abaixo de 50 pM e taxifolina abaixo de 200 pM) ndo foram toxicos para células
tronco da papila dentaria, aumentando a proliferacdo celular, a atividade de fosfatase
alcalina e a producgdo de nédulos de mineralizagdo, em concentracbes mais baixas
(DUQUE et al., 2022).



24

6 CONCLUSAO

Conclui-se que os flavonoides taxifolina e EGCG foram citocompativeis e ndo
influenciaram a migracgéo de fibroblastos nas concentragbes mais baixas estudadas.
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