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Resumo

A terapia de substituicdo do estrogénio (ERT) tem sido muito prescrita para
repor os niveis hormonais de forma a atenuar a ocorréncia de alteracdes que ocorrem
na menopausa, como a osteoporose. No entanto, esta pode aumentar o risco de
doencas como cancer de mama ¢ de utero, trombose venosa, acidente vascular
cerebral, entre outros efeitos colaterais indesejaveis. Substidncias naturais
antioxidantes como os polifendis e os carotenoides, entre eles a isoflavona e o
licopeno respectivamente, estdo sendo utilizadas para melhorar o metabolismo 6sseo e
poderiam atuar como possiveis substitutos ou coadjuvantes na terapia contra a perda
de massa 0ssea que ocorre na osteoporose. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito isolado e associado do composto de isoflavona 40% e do licopeno 10% na
atividade funcional in vitro de células osteoblésticas da linhagem MC3T3-El. As
células foram cultivadas em garrafas em meio de cultura osteogénico até a
subconfluéncia e plaqueadas em uma concentracdo de 2 x 10* células por pogo em
placas de cultura (n=5). Os grupos experimentais foram divididos em células
controles (C), células tratadas com 10pg/mL de isoflavona a 40% diluida no meio de
cultura (ISO), células tratadas com 30pg/mL de licopeno 10% diluido em meio de
cultura (Lic), e células tratadas com a associagao de isoflavona + licopeno (Iso + Lic).
ApoOs os tempos experimentais, foram avaliados os seguintes parametros: proliferacao
celular, detec¢do in situ de fosfatase alcalina (ALP), conteudo de proteinas totais,
além de deteccdo e quantificagdo de nddulos mineralizados, imunolocalizacao e
expressao de genes associados a osteogénese. Os dados obtidos foram analisados por
programas estatisticos adequados para p < 0.05, com o objetivo de encontrar dados
estatisticamente significantes que demonstrem os efeitos benéficos isolados ou

associados da isoflavona e do licopeno na atividade funcional de células
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osteoblasticas. Os resultados mostraram que a administragdo dos antioxidantes de
forma isolada se mostra mais efetiva para a atividade funcional celular do que a

associa¢ao de ambos.
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Abstract

Estrogen replacement therapy (ERT) has long been prescribed to restore levels of
progesterone and estrogen in the body, in order to relieve the symptoms of menopause
such as osteoporosis. However, ERT can increase the risk of breast and uterine
cancer, venous thrombotic disease, stroke, among other undesirable side effects.
Antioxidants like polyphenols and carotenoids are being to use to improve bone
metabolism and could be used as possible substitutes or coadjuvants in the therapy
against bone mass loss that occurs in osteoporosis. The aim of this study was to
perform in vitro studies to evaluate the isolate and associated effect of isoflavone and
lycopene in the functional activity of osteoblastic cells from MC3T3-E1 cell line.
Cells were cultured in flasks in osteogenic medium until subconfluence and seeded at
a concentration of 2 x 10* cells per well in culture plates (n = 5). Experimental groups
were divided in control cells (C), treated with 1pmol/L isoflavone 40% diluted in
culture medium (ISO), treated with 1umol/L lycopene 10% diluted in culture medium
(LIC) and treated with the association of isoflavone + lycopene (ISO+LIC). After the
experimental period, the following parameters were evaluated: cell proliferation,
alkaline phosphatase in situ detection as well as its immunolocalization, total protein
content and quantification of mineralized nodules. The results were analyzed by
statistical programs consistent with significance p < 0,05, with the goal of finding
statistically significant data showing the beneficial effects of isoflavone and lycopene
association. The obtained results showed that the isolated administration of lycopene

and isoflavone is more effective for functional activity than their association.
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1. Introducao

A osteoporose poéds-menopausa € uma desordem caracterizada por uma
progressiva perda de tecido dsseo que comeca apds a menopausa fisioldogica ou
cirtrgica e eleva o risco de fraturas dentro de 15-20 anos apo6s a interrupgao da funcao
ovariana. Embora o desenvolvimento esquelético insuficiente e perda Ossea
relacionada a idade possam ser fatores contribuintes, a deficiéncia hormonal aumenta
a reabsorcdo e acelera a perda de massa 6ssea nos primeiros 5-10 anos ap6s o inicio
da menopausa (Pacifici, 1998).

A osteoporose promove um aumento na reabsor¢do ossea € uma redu¢do na sua
formacao, com alteracdo da microarquitetura da matriz extracelular, incapacitando a
sua remodelagdo adequada pelos osteoblastos (Christiansen, 1993). Varias evidéncias
sugerem que o estrogeno previne a perda ossea bloqueando a producao de citocinas
pro-inflamatorias por células da medula e da matriz 6ssea (Pacifici, 1996). A principal
consequéncia do aumento da producao de citocinas na microestrutura dos 0ssos € o
aumento da formacao de osteoclastos e prolongamento de sua vida util (Roodman,
1996).

A terapia de substituicao de estrogénio (ERT) tem sido amplamente usada para
prevenir ou tratar a osteoporose pds-menopausa. No entanto, a ERT aumenta o risco
de cancer de mama e utero, trombose venosa, acidente vascular cerebral e doenca
cardiaca coronaria, além de ter outros efeitos colaterais indesejaveis. Prescri¢ao e uso
de terapia hormonal sdo ainda controversos e exigem avaliagdo dos beneficios do
tratamento contra os riscos potenciais (Crandall, 2003; Barkhem et al., 1998; Chen et
al., 2002). Assim, ha o crescente interesse em descobrir ou desenvolver compostos
que fornecem os beneficios da ERT mas nao levam aos riscos da utilizacdo do

estrogénio e seus efeitos colaterais.
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Nos ultimos anos, moléculas que agem como estrogénio natural t€ém atraido
atencdo para seus potenciais pap€is na prevencdo € no tratamento da osteoporose, tal
como a isoflavona do grao de soja (ISO), um composto com estruturas analogas ao
estrogénio e candidatas a serem moduladores seletivos de seus receptores. Entre estes
compostos estdo a genisteina, a gliciteina e a daidzeina. A daidzeina ¢ um dos
fitoestrogenos de soja mais amplamente estudados, mostrando-se promissor como
potencial agente contra a osteoporose. Estudos in vitro sugerem que a daidzeina pode
promover a proliferacdo celular por meio da regulagdo positiva da expressdao de BMP
em cé€lulas osteoblasticas (Jia et al., 2003), além de aumentar a diferenciacdo celular e
a mineralizagdo em osteoblastos da linhagem MC3T3-E1 (Ge et al., 2006). Hu et al.
(2016) observaram que a daidzeina promove a proliferacio e diferenciacdao de
osteoblastos em células OCT1 através da estimulagdo da ativacdo da via BMP-
2/Smads. Estudos recentes tém sugerido que os efeitos das isoflavonas em vérias
doencas cronicas pode ser relacionado a suas habilidades de produzir equol, que ¢ um
metabolito da daidzeina. Este metabolito ¢ produzido pela microflora intestinal e seu
efeito na ativacao dos receptores de estrogénio ¢ tdo forte quanto o da daidzeina
(Setchell et al., 2005). Estudos in vivo como o de Kimira et al. (2012) relatam que a
administracao de equol diminuiu a perda de densidade mineral 6ssea no fémur de
ratas ovariectomizadas sem a ocorréncia de hipertrofia uterina. Entre outros possiveis
agentes bioativos com capacidade antioxidante estd o licopeno, o carotenoide
predominante nos tomates, ja amplamente associado com diminui¢ao da incidéncia de
doencas cardiovasculares e do cancer de prostata (Palozza et al., 2010). Estudos
prévios em nosso laboratorio (Oliveira et al., 2019) mostraram que a administragdo in
vitro de Iumol/L de licopeno aumentou a expressdo de genes associados ao

metabolismo 6sseo assim como in vivo impediu a perda dssea no fémur de ratas
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ovariectomizadas apos administragao de 10 mg/kg do carotenoide licopeno por 30 e
60 dias. Alguns estudos sugerem que a associacao da ingestdo diaria de isoflavona e
licopeno pode estar relacionada com menor risco de cancer de prostata, além de
estudos in vitro mostrarem que esta associacdo pode induzir a apoptose ¢ inibi¢ao da
proliferagao de linhagens de células cancerosas da prostata (Vaishampayan et al.,
2007; Grainger et al., 2008). Um estudo mais recente de Bohn et al. (2013) mostrou
que a ingestdo diaria por 8 semanas de um suco de tomate suplementado com extrato
de soja (300 mL com 66 mg isoflavona e 22 mg licopeno) aumentou o HDL- C,
diminuiu a razdo de total-C/HDL-C e aumentou a resisténcia do VLDL+LDL-C a
oxidagdo mediada por Cu2+. Estes resultados promissores foram investigados com
foco em uma terapia anticarcinogénica. Com o objetivo de buscar trabalhos focados
no metabolismo 6sseo, encontramos um grupo de pesquisa que publicou dois artigos
avaliando a combinag¢do de isoflavona e outro carotenoide que € precursor da
vitamina A, i.e., o betacaroteno. Um deles mostrou que esta combinagdo promoveu a
diferenciagdo osteoblastica em células MC3T3-E1 por meio de aumento da atividade
de ALP, apesar da auséncia de resultados significantes na modulagdo de genes
associados a osteogénese (Nishide et al., 2015). O outro trabalho deste grupo de
pesquisa foi realizado em células de linhagem osteoclastica, sugerindo que esta
mesma combinacdo promoveu uma efeito supressor na maturagdo dos osteoclastos,
indicando o beneficio do efeito aditivo de substincias funcionais no metabolismo
0sseo e prevencao da osteoporose (Tadaishi et al.,, 2014). O potencial dessa
associacao estd sendo investigado, mas ainda nao existem dados na literatura
demonstrando o efeito da associagdo da isoflavona e do carotenoide nao precursor da
vitamina A licopeno em células osteoblasticas e no metabolismo do tecido 6sseo com

0s parametros propostos neste projeto. Assim, nossa hipotese de trabalho ¢ a de que a
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administracao in vitro de isoflavona associado com o licopeno possa favorecer a

atividade funcional de células osteoblasticas da linhagem MC3T3- E1.

2. Objetivo
O objetivo deste projeto foi avaliar o efeito isolado e associado do polifenol
isoflavona com o carotenoide licopeno na atividade funcional de células

osteoblasticas da linhagem MC3T3-E1 por meio dos seguintes parametros:

2.1. Ensaios bioquimicos e moleculares:

-proliferacao celular (MTT)

-quantidade de proteinas totais

-detecgao in situ de ALP

-detec¢ao e quantificagdo de nédulos mineralizados

-expressao quantitativa de genes associados ao metabolismo dsseo

2.2. Ensaios de imunolocalizacdo:

-adesdo celular

-diferenciacao celular por imunomarcagao para sialoproteina dssea (BSP)

3. Material e Métodos

3.1. Cultura Celular

A linhagem a ser utilizada neste projeto foi a MC3T3-El. As células sdo
conservadas em tubos criogénicos de 2 ml em tambores de nitrogénio liquido e,

quando necessario, sao descongeladas para obtencao de culturas.
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Para o presente projeto, as células foram cultivadas em garrafas de cultura de 75
cm’ com 10 ml de meio de cultura a-MEM, 10% de soro fetal bovino e 2,75ml de
penicilina-estreptomicina. Durante todo o tempo de cultivo as células foram mantidas
a 37°C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO» e 95% de ar atmosférico e os
meios foram trocados a cada dois dias. Apds a confluéncia, as células foram
removidas dos frascos de cultura por meio de tratamento com EDTA 1mM (Gibco) e
tripsina 0,25% (Gibco), cultivadas em meio osteogénico (com a adicao de Spug/mL de
acido ascorbico e 7mM de B-glicerofosfato) em placas de 24 pogos em uma
concentracdo de 2 x10* (n=5) e divididas em células controles (C), células tratadas
com 30 pg/mL de licopeno 10% diluido em meio de cultura (L), células tratadas com
10 pg/mL de isoflavona a 40% diluida no meio de cultura (ISO), e células tratadas

com a associacao de isoflavona + licopeno (ISO + L).

3.2. Ensaios Bioquimicos

3.2.1 Proliferacao celular

Aos 3, 7 e 10 dias de cultura, a proliferacdo foi avaliada pelo ensaio
colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]}
(Sigma). Apds remogao do meio de cultura, as células foram incubadas com solugao
de MTT+MTS por 4 horas a 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO; e
95% de ar atmosférico. Passado esse periodo, o meio de cultura foi removido dos
pocos e, em seguida, adicionado ImL de solucdo de isopropanol acido (Merck,
Darmstadt, Alemanha) em cada pogo sob agitacdo por 5 minutos, para a solubilizacao
completa do precipitado formado. Aliquotas de 150uL foram removidas dos pocos ¢
transferidas para uma placa de 96 pogos para leitura em espectrofotometro (pQuant,

Bio-tek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA) em comprimento de onda de 570nm.
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3.2.2. Conteudo de proteina total

Apos 3, 7, 10 dias de cultura celular, o meio de cultura foi removido das placas
e os pocos foram lavados trés vezes com PBS (Gibco) aquecido a 37°C para remogao
das células ndo aderidas e do meio de cultura sobressalente. Em seguida, os pogos
foram preenchidos com ImL de solucdo de lauril sulfato de sodio 0,1% (Sigma) e
deixados a temperatura ambiente (TA) por 30 minutos antes de iniciar os ensaios. A
dosagem de proteina foi realizada seguindo o método de Lowry (Lowry et al., 1951).
Para isso, 500uL da amostra contida em cada pogo da placa de cultura foram
transferidos ao respectivo tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 500uL do reagente
de Lowry (Sigma). Os tubos foram agitados vigorosamente ¢ deixados em T.A. por
20 minutos. Apo6s este periodo, 250uL da solucao de Folin & Ciocaulteau’s phenol
reagent (Sigma) foi adicionado aos tubos, que apos agitacao, ficaram em T.A. por 30
minutos para desenvolvimento da coloragao azul. Passado o tempo, a absorbancia de
cada tubo foi determinada em um espectrofotometro (Bio-Tek), em comprimento de
onda de 680nm. O conteudo de proteina total de cada poco foi calculado com base na

construg¢do de uma curva padrao a partir de albumina bovina (Sigma).

3.2.3. Analise de fosfatase alcalina in situ

A anélise da enzima fosfatase alcalina in sifu foi realizada aos 10 e 12 dias.
Apos a remogao do meio de cultura, os pogos foram lavados duas vezes com PBS
aquecido a 37°C. Trezentos e vinte miligramas do reagente Triz (Sigma) foram
dissolvidos em 20mL de agua deionizada e, adicionado 7mg do reagente Fast Red
(Sigma). Foram desprezados 2mL desta solucao e acrescidos 8mg de naftol (Sigma)
diluidos em 2mL de dimetil formamida (Merck) formando a solugdo de trabalho. Um

mililitro dessa solugao foi adicionado em cada pogo. A placa foi levada a incubadora



Trabalho de conclusdo de curso-Caroline Machado Daros 14

em uma atmosfera umidificada a 37°C com 5% de CO; por 30 minutos. Decorrido
esse tempo, a solucdo foi retirada dos pogos e a placa foi seca a temperatura ambiente

para posterior analise qualitativa.

3.2.4. Detecgao e quantificacdo de matriz mineralizada

A deteccdo de matriz mineralizada foi avaliada ao final dos 17 dias de
experimento. Apds remoc¢do do meio de cultura, os pogos foram lavados trés vezes
com PBS (Gibco) aquecido a 37°C e adicionados 2mL de formalina 10% para fixacao
e mantidos a 4°C por 24 horas. A formalina foi removida e os poc¢os desidratados a
T.A. em séries crescentes de alcoois (30°, 50°, 70° e 100°) por um periodo de 1 hora
para cada graduacao alcodlica. Apos secagem, os pocos foram corados com vermelho
de alizarina a 2% pH 4,2 (Sigma) por 10 minutos e as areas de mineralizac¢do ricas em
calcio evidenciadas pela coloragdo vermelha. Para quantificacdo da coloracao
segundo método de Gregory et al. (2004), 280uL de 4cido acético a 10% (Labsynth,
Lab Ltda, Diadema, SP, Brasil) foram acrescentados a cada poco e as placas deixadas
sob agitacao suave por 30 minutos. A camada de cé€lulas foi raspada com o auxilio de
uma ponteira e a solugdo transferida para tubos eppendorf de 1,5mL, aquecida a 85°C
por 10 minutos e transferida para o gelo por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados
a 13.000 rpm por 20 minutos. Um volume de 150uL do sobrenadante foi transferido
para uma placa de 96 pogos (Corning) e 40uL de hidroxido de amodnia a 10%
(Quimibras, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram adicionados. A leitura foi realizada em

espectrofotometro (Bio-Tek) em um comprimento de onda de 405nm.
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3.2.5. Analise da expressao génica por PCR em tempo real

Para avaliar a expressdao dos genes sialoproteina ossea (Bsp), osterix/fator de
transcricdo sp7 (Osx), osteopontina (Opn), Runt-related transcription factor 2
(Runx2) e fosfatase alcalina (4lp) aos 3 dias de experimento o meio de cultura foi
removido dos pocos e adicionado o reagente Trizol LS (Life Technologies, Grand
Island, NY, EUA) a T.A., sob agitacao por pipetagem. As amostras foram transferidas
para tubos eppendorf e armazenadas em freezer a -20°C por 48 horas. ApoOs esse
periodo, foi realizada a extracdo do RNA total utilizando o kit SV Total RNA
Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA), de acordo com as especificagcdes do
fabricante. Em seguida, o RNA total foi quantificado a partir de 1uL. de amostra no
aparelho NanoVue (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, EUA) em
diferentes comprimentos de onda (260, 280, 230 e 320nm) ¢ a integridade de cada
amostra foi avaliada utilizando um chip, capaz de verificar amostras de RNA na
concentracdo de 25 a 500ng/uL, no equipamento Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA), seguindo o protocolo estabelecido pelo
fabricante. As amostras do RNA total foram aliquotadas e aquecidas a 70°C por 2
minutos e, em seguida, mantidas no gelo até o momento da aplicagdo no gel. A matriz
do gel, aplicada nos capilares do chip, contém uma mistura de fluor6éforos e
marcadores de peso molecular. A ligacdo dos fluor6foros ao marcador e ao RNA
resulta na emissao de fluorescéncia, que ¢ quantificada, permitindo a separagdo do
RNA ribossomico 18S e 28S e a verificacao da integridade do RNA total a partir da
atribuicao de um nimero de integridade do RNA (RIN) que varia de 1 a 10. Foram
consideradas amostras viaveis para realizacdo do Real-time PCR aquelas que
apresentaram valores de RIN superiores a 8. Depois de constatada a integridade do

RNA, o passo seguinte foi a confec¢ao da fita complementar de DNA (cDNA) a partir
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de 1ug de RNA total. Este procedimento foi realizado no termociclador Mastercycle
Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) por meio de reacdo com a enzima
transcriptase reversa, utilizando o kit High-capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, Fort City, CA, EUA), de acordo com as instru¢des do
fabricante. Para as reacdes de Real-time PCR, foram utilizadas sondas TagMan
(Applied Biosystems) para os genes-alvo em equipamento StepOne Plus (Life
Technologies). As reagdes foram realizadas em quadruplicata utilizando Syl de
TagMan Gene Expression Master Mix, 0,5uL de sonda TagMan para os genes de
interesse (Tabela 2) e 4,5uL de cDNA (11,25ng), para um volume final de
10uL/reagdo. As reagdes de amplificagdao consistem em 2 minutos a 50°C, 10 minutos
a 95°C, quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C (desnaturacdo e
extensdo). Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold ou
ciclo limiar), sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos em que a
amplificacdo das amostras atinge um limiar, determinado entre o nivel de
fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificagdo exponencial das
amostras. Como controle endogeno foi avaliada a expressao do gene para a betactina.
Os niveis de expressao do controle endégeno foram utilizados para a normalizacao
dos niveis de expressdo do gene-alvo e uma amostra negativa (agua) foi submetida a
reacdo com cada sonda TagMan utilizada. A normaliza¢ao e quantificacdo relativa da
expressdo génica foram realizadas pelo método de 2-AACT (Livak e Schmittgen,
2001). Os dados foram representados como diferenca (em vezes) na expressao génica

normalizada pela betactina.
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3.2.6. Imunolocalizacdo

Para os testes de adesdo celular e de imunolocalizagdo da sialoproteina Ossea
(BSP), as células foram cultivadas sobre laminulas de vidro e apds 24 horas e 3 dias
de cultura foram fixadas em paraformaldeido a 4% em tampao fosfato a 0,1 M, pH
7,2 (PB), por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as cé¢lulas foram
processadas rotineiramente para imunofluorescéncia indireta (De Oliveira e Nanci,
2004). A permeabilizacdo foi feita com solugao de Triton X-100 a 0,5% em PB por 10
minutos, seguida de bloqueio com leite desnatado a 5% em PB por 30 minutos. O
anticorpo primdrio para a proteina a ser avaliada foi diluido em concentragdes de
trabalho (1:200) e incubado por 1 hora, seguido de incubagdo de anticorpo secundario
conjugado com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, EUA), 1:200, por 50 minutos.
Para a visualizagao dos limites celulares e dos nticleos de células aderidas a laminula,
foram utilizados, respectivamente, faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 (1:200)
e DAPI (4°, 6-diamino-2-phenylindole, dihydrochloride/Molecular Probes-1:300). A
substituicdo dos anticorpos primarios por PB foi usada como controle negativo. Apos
montagem com laminula de vidro com meio de montagem anti-fade (Prolong,
Molecular Probes), as marcagdes foram analisadas por epiluminagdo em microscopio

de fluorescéncia Leica (Alemanha).

3.3. Analise dos resultados

Os dados obtidos dos ensaios foram submetidos a testes de avaliacao de
normalidade dos dados, sendo assim os dados paramétricos foram analisados com a
analise de variancia (ANOVA), seguida do pods-teste para comparacdes multiplas

entre os grupos, € os dados ndo paramétricos foram analisados com o teste Kruskal-
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Wallis seguido de pos teste. O nivel de significincia foi de 5%, com a utilizagdao do

software GraphPad Prism 5.0.

4. RESULTADOS
4.1. Proliferacao celular

A proliferacao das cé€lulas osteoblésticas aumentou significativamente ao longo
dos periodos experimentais, como pode ser visto na Figura 1, sugerindo que o
tratamento com licopeno e isoflavona nao promoveu toxicidade as células ao longo da
cultura. Entre os grupos experimentais aos 3 dias, foi observada uma similaridade na
proliferagao celular. Ja aos 7 dias, as células do grupo controle e s6 com o licopeno no
meio de cultura mostraram uma proliferacao significativamente maior quando
comparado aos grupos que receberam isoflavona ou a associagdo dos dois
antioxidantes. Aos 10 dias, o grupo controle foi o que mostrou maior proliferacao
quando comparado aos outros grupos. Entre os grupos com os antioxidantes no meio

de cultura, as células com isoflavona mostraram maior proliferacao.

MTT

Absorbancia 570 nm

O V& 0L YO v
N4 @ N \go"

Figura 1 — Proliferacao celular das células osteoblasticas nos periodos experimentais
de 3, 7 e 10 dias. Teste estatistico ANOVA. Letras diferentes correspondem a
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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4.2. Quantidade de proteina total

A quantidade de proteina total produzida pelas células osteoblasticas aumentou
significativamente ao longo dos periodos experimentais, como pode ser visto na
Figura 2. A andlise dos grupos dentro de cada periodo mostrou que ndo houveram
diferencas estatisticamente significantes entre o grupo controle e os grupos que

receberam os antioxidantes sozinhos ou em associacao.
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Figura 2 — Quantidade de proteina total produzida pelas células osteoblésticas nos
periodos experimentais de 3, 7 e 10 dias. Teste estatistico ANOVA. Letras diferentes
correspondem a diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

4.3. Deteccgdo in situ de ALP

A deteccdo in situ da fosfatase alcalina foi analisada de maneira qualitativa e
quantitativa. De acordo com a figura 3 pudemos observar qualitativamente que todos
0s grupos experimentais permitiram a deteccdo da fosfatase na base dos pocos de
cultura, de maneira mais suave aos 10 dias e mais intensa aos 12 dias.

Observou-se pela andlise quantitativa da fosfatase alcalina in situ de células

osteoblasticas que no periodo experimental de 10 dias (figura 4) ndo houve diferenga
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estatisticamente significante entre os grupos, porém o grupo controle € o grupo no
qual foi administrado a isoflavona mostraram resultados similares no que se refere a
producdo da enzima fosfatase alcalina e estes ainda mostraram os maiores € mais
expressivos resultados. Observou-se também diminui¢do na deteccdo da fosfatase
alcalina para o grupo do licopeno. Identifica-se no grafico ainda, que dentre os grupos
tratados com os antioxidantes o que se administrou isoflavona apresentou os melhores
resultados. O grafico do periodo experimental de 12 dias (figura 5) difere-se em
relagdo ao primeiro, devido ao fato de que o grupo controle e o grupo que recebeu a
associacdo de isoflavona com licopeno mostrarem diferenga estatisticamente
significante entre ambos, sendo que neste caso o grupo controle apresentou o maior
resultado dentre todos os pocos. Nao houve diferenga estatisticamente significante no
que concerne aos grupos controle, isoflavona e licopeno € nem quando se compara os
grupos isoflavona e licopeno a sua associagdo. Distingue-se, do mesmo modo que no
grafico de 10 dias, que dos grupos em que os antioxidantes foram administrados, o

poco que recebeu a isoflavona apresentou os melhores resultados.
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10 dias

12 dias

Figura 3 — Deteccdo da fosfatase alcalina in situ em células osteoblasticas MC3T3-
El controles e cultivadas com isoflavona, licopeno e isoflavona + licopeno nos
periodos experimentais de 10 e 12 dias.
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Figura 4 — Deteccdo quantitativa da fosfatase alcalina in situ em células

osteoblasticas MC3T3-E1 controles e cultivadas com isoflavona, licopeno e
isoflavona + licopeno no periodo experimental de 10 dias. Teste estatistico ANOVA.
Auséncia de significancia estatistica.
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Figura 5 — Deteccdo quantitativa da fosfatase alcalina in situ em células

osteoblasticas MC3T3-El1 controles e cultivadas com isoflavona, licopeno e
isoflavona + licopeno no periodo experimental de 12 dias. Teste estatistico ANOVA.
Letras diferentes correspondem a diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos.
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4.4. Mineralizacdo

A andlise da formacao de nodulos aos 17 dias permitiu a sua observagdo e
quantificagdo, mostrando que a mineralizacdo aconteceu de forma similar entre os
grupos experimentais (Figuras 6 e 7). Determina-se pelo grafico de quantificagdo de
nodulos de mineralizacdo de células osteoblésticas no periodo de 17 dias de cultura
celular que ha auséncia de significancia estatistica entre os grupos experimentais. O
grupo em que se administrou licopeno apresentou o maior resultado, ainda que este
mostre-se com uma diferenca sutil em relagdo ao do controle e da isoflavona. O grupo
que teve a administracdo conjunta dos antioxidantes mostrou-se como o menor

resultado, ainda que esta diferenga tenha sido discreta.

Figura 6 — Nodulos de mineralizacao de células osteoblésticas no periodo de 17 dias
de cultura celular.
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Mineralizagao
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Figura 7 — Quantificacdo de nodulos de mineralizagao de células osteoblasticas no
periodo de 17 dias de cultura celular. Auséncia de significancia estatistica entre os
grupos experimentais.

4.5. Expressdo génica quantitativa

No que se refere a expressao génica quantitativa observa-se que na expressao de
Bsp nao houve diferenca estatisticamente significante entre o controle comparado ao
demais grupos nem com a comparagao entre o licopeno e o licopeno associado a
isoflavona. Ademais, observa-se diferenca estatistica entre a isoflavona com o
licopeno e com a associagdao de ambos. Nesse quesito a isoflavona mostrou-se como a
mais eficaz, sendo o grupo controle como segundo mais eficaz e o grupo do licopeno
com o resultado menos significativo. No grafico da expressao quantitativa de Opn, a
diferenca estatistica ocorreu entre os grupos do controle, isoflavona e associagdo de
licopeno e isoflavona, sendo que nao houve diferenca estatisticamente significante
apenas entre o controle e o licopeno. A isoflavona manteve-se como a mais eficaz,
sendo este resultado muito mais expressivo e visualizavel e o licopeno como segundo

mais eficaz, apesar deste resultado estar muito abaixo da isoflavona e muito préximo
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do controle. A associagdo de isoflavona e licopeno demonstrou-se como a menos
efetiva na expressao da Opn.

No que concerne ao grafico da expressdo relativa Osx o controle demonstrou
diferenca estatisticamente significante se comparado aos demais grupos e entre os
grupos da isoflavona, licopeno e isoflavona associada ao licopeno ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre estes. Nesse parametro o controle
mostrou-se menos eficiente € os grupos subsequentes resultados muito similares.

Na expressao dos genes Runx? e Alp nao houve diferenga estatisticamente
significante entre as diferentes administragdes. O grupo que recebeu a associa¢ao dos
antioxidantes se mostrou muito similar ao do licopeno, sendo que visualiza-se apenas
uma vantagem minima na eficiéncia destes em relacdo ao grupo da isoflavona e do

controle.
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Figura 8 — Expressao quantitativa dos genes Bsp, Opn, Osx, Runx2 e Alp em células
osteoblasticas MC3T3-El1 controles e cultivadas com isoflavona, licopeno e
isoflavona + licopeno. Teste estatistico ANOVA. Letras diferentes correspondem a

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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4.6. Imunolocalizacdo
4.6.1 Adesao celular

Na analise de adesao celular nos tempos de 24 horas e 3 dias os pocos em que
administrou-se o licopeno foram os que detiveram o maior numero de células por
campo. No parametro observado em 24 horas a diferenga estatistica se deteve apenas
entre o controle e o licopeno, pois os demais ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si € com os anteriormente mencionados. Neste caso o grupo controle apresentou
o menor numero de células aderidas por campo.

No tempo de 3 dias o grupo controle foi o inico que apresentou diferenca
estatisticamente significante com os demais, sendo que os grupos da isoflavona, do
licopeno e da associagdao deste nao mostraram diferenca estatisticamente significante
entre si. O grupo controle, assim como no tempo de 24 horas, apresentou 0 menor
numero de células aderidas por campo. E a associacdo da isoflavona com o licopeno

mostrou o segundo melhor resultado.
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Figura 9 — Adesao de células osteoblasticas MC3T3-E1 controles e cultivadas com
isoflavona, licopeno e isoflavona + licopeno em laminulas de vidro apds 24 horas de
cultura e marcagao nuclear com DAPI. Teste estatistico ANOVA. Letras diferentes
correspondem a diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.



Trabalho de conclusdo de curso-Caroline Machado Daros 28
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Figura 10 — Adesao de células osteoblasticas MC3T3-E1 controles e cultivadas com
isoflavona, licopeno e isoflavona + licopeno em laminulas de vidro apds 3 dias de
cultura e marcagao nuclear com DAPI. Teste estatistico ANOVA. Letras diferentes
correspondem a diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

4.6.2. Marcagdo com anticorpo para BSP

A marcacdo das células para BSP foi realizada apos 24 horas e 3 dias de cultura,
e as imagens podem ser observadas nas Figuras 12 e 13. A andlise qualitativa mostra
que as células em todos os grupos experimentais se aderiram a laminula de vidro e se
espraiaram com morfologia tipica de osteoblastos, como pode ser visto pela marcacao
da actina em verde. A sialoproteina 6ssea se mostrou expressa apos 24 horas e 3 dias

de cultura em todos os grupos experimentais de maneira similar.
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Controle 24 h

Iso + Lic 24 h

Figura 12 — Imunolocaliza¢ao de sialoproteina dssea (BSP) em 24 horas de cultura
em células osteoblasticas. Adesdo de células osteoblasticas controles e cultivadas com
isoflavona, licopeno e iso + lic em laminulas de vidro. Marcacdo verde indica o
citoplasma, marcag¢do azul indica o nucleo e marcagdo vermelha indica a proteina
BSP. Barra=50 um.
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Controle 3 dias

Isoflavona 3 dias

Figura 13 — Imunolocalizagdo de sialoproteina 6ssea (BSP) em 3 dias de cultura em
células osteoblasticas. Adesdo de células osteoblasticas controles e cultivadas com
isoflavona, licopeno e iso + lic em laminulas de vidro. Marcacdao verde indica o

citoplasma, marcag¢do azul indica o nucleo e marcagdo vermelha indica a proteina
BSP. Barra=50 um.
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5. Discussao

Os mistérios da biologia 6ssea estdo sendo desvendados em um ritmo sem
precedentes e nossa compreensao sobre doencas resultantes da remodelagdao dssea e
terapias direcionadas a elas estdo evoluindo rapidamente. Assim, uma dieta
antioxidante adequada rica em frutas, legumes, nozes e sementes estd associada a
valores mais elevados de densidade mineral 6ssea, demonstrando uma relagao entre
osteoporose e marcadores do estresse oxidativo (Rivas et al., 2013; Xu et al., 2017).

O acesso a substancias antioxidantes nos dias atuais se d4 com facilidade e
ampla disponibilidade, sendo que pode ser obtido tanto no comércio comum de
produtos como em farmécias de manipulacdo atendendo as necessidades individuais
de um paciente. Pode ser portanto, um tratamento seguro e facilitado as mulheres que
necessitem de uma proposta profilatica ou terapéutica para prevengdo ou tratamento
da osteoporose que se estabelece principalmente apds a menopausa, ja que sabe-se,
segundo inumeros estudos, que apds a menopausa hd uma progressiva perda de tecido
osseo decorrentes da reducao de estrogénio no organismo feminino.

Entre os antioxidantes que podem ser consumidos, os carotenoides representam
um grupo heterogéneo muito importante, que esta presente principalmente em frutas e
vegetais. Os principais carotenoides ingeridos sao o alfa e o [B-caroteno, a f-
criptoxantina, a luteina, a zeaxantina e o licopeno, sendo este Gltimo o mais potente
do grupo com duas vezes mais capacidade antioxidante que o B-caroteno e 10 vezes
mais que a do a-tocoferol (Di Mascio et al., 1989; Krinsky, 1998; Omoni & Aluko
2005; Costa-Rodrigues et al. 2018). A isoflavona estd naturalmente presente em
alguns legumes ja presentes em nossa dieta e pode modular seletivamente receptores
de estrogeno (Spagnuolo et al., 2017). Uma revisdo por meta-analise realizada por

Lambert et al. (2017) fornece evidéncias de que a suplementacao com isoflavona pode
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diminuir a reabsor¢do 6ssea promovida por deficiéncia de hormonios estrégenos em
mulheres pré e pds-menopausa. De acordo com estudos recentes, as isoflavonas
podem ainda oferecer outras aplicagdes medicinais aos seres humanos, isso ¢
idealizado por exemplo no estudo que comprovou que as isoflavonas melhoram o
colageno I e os glicosaminoglicanos e previnem a perda dssea em ratos diabéticos tipo
1 (Carbonel et al., 2019).

No nosso trabalho optou-se portanto, pelo estudo do polifenol isoflavona,
presente na soja e do licopeno, carotenoide predominante nos tomates, para a
administracao em cé€lulas da linhagem osteoblastica MC3T3-E1. Com esse estudo
alcancou-se conclusdes que podem contribuir para o estudo do efeito desses produtos
em células Osseas de seres humanos, prevenindo ou atuando como tratamento de fato
na osteoporose. A maioria dos artigos publicados na literatura mostram uma
associacao benéfica entre o licopeno e a isoflavona para prevengdo de cancer de
prostata ou em mulheres pds-menopausa com risco de apresentarem cancer de mama
(Llanos et al., 2014; Grainger et al., 2019). Nao encontramos até o momento estudos
mostrando o efeito desta associacao no tecido 6sseo ou em células osteoblasticas.

Segundo os resultados obtidos na presente investigagao, a administrag¢ao in vitro
de licopeno e isoflavona aumentou a atividade funcional das células osteoblasticas,
mesmo que em alguns testes isso tenha se expresso muito proéximo ao controle, e
ainda assim ndo promoveram toxicidade as células em nenhum dos testes realizados.
Porém, se faz importante relatar que a nossa hipotese ndao foi confirmada pois
observa-se que a administragao dos dois associados nao ¢ toxica, mas também nao ¢
tao efetiva quanto das substancias de uma maneira isolada. Esta sugestdo ¢ decorrente

principalmente dos testes de proliferagdo, detecgao in situ de ALP e adesao celular.
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O presente estudo foi realizado com células MC3T3-E1 que nao sofreram
intervengdes na sua atividade funcional. A partir destes resultados, nosso grupo de
pesquisa tem o intuito de dar um proximo passo € promover a indugdo do estresse
oxidativo nas células, verificando a resposta das mesmas frente a presenga destas duas
substancias isoladas ou em associagdo, para posteriormente aplicarmos parametros in
vivo. Sendo assim, ¢ imprescindivel que novos estudos com essa proposta € nessa
area sejam formulados, ja que estabelecem uma relacao direta com as necessidades

atuais dos pacientes e promovem a facilidade no tratamento.
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6. Conclusao

Conclui-se com o presente trabalho que a administracdo in vitro do
polifenol isoflavona e do carotenoide licopeno melhora significativamente a
atividade funcional das células osteoblasticas, embora esta tenha sido verificada
com maior amplitude nos grupos em que as substancias foram administradas
isoladamente. Se faz relevante enfatizar que a busca pela obtencdo de mais
descobertas no ambito dos antioxidantes é crucial para a ciéncia e para a
evolucdo, melhoria da qualidade e expectativa de vida dos seres humanos. A
facilidade na obtencdo e o emprego cotidiano dessas substdncias os tornam
provaveis substitutos plausiveis para terapias convencionais que apresentam
consideraveis efeitos adversos, tornando-se, portanto, um avanco irrefutavel na

medicina.
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