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RESUMO

O Brasil vem mostrando uma grande melhora na qualidade de vida,
entretanto, devido ao envelhecimento da populacdo, € esperado um aumento da
prevaléncia da osteoporose. Com isso, a preocupacao desta doenca cronica
passa a ser um foco de atencé@o nas areas médica, cientifica e financeira. Sabe-
se que a homeostasia do tecido 6sseo estd intimamente ligada a fatores
genéticos, frequéncia e qualidade de atividades fisicas, niveis hormonais e a
ingestdo de alimentos ricos em nutrientes, minerais e vitaminas. Diversas
pesquisas apontam a eficacia de uma alimentacdo balanceada com intuito de
prevenir e tratar a osteoporose. O licopeno, um carotenoide existente no tomate e
em outros vegetais, € um potente antioxidante que age no metabolismo 6sseo,
que por sua vez proporciona um equilibrio entre as atividades celulares
responsaveis pela sua manutencdo. Assim, este estudo teve por objetivo verificar
a eficacia da ingestédo de licopeno no processo de reparacdo 0ssea em defeitos
criados em calvarias de ratas ovariectomizadas. Quinze ratas Wistar foram
ovariectomizadas bilateralmente e foram divididas aleatoriamente em trés grupos:
ovariectomizado (Oyx); ovariectomizado + licopeno administrado apds a
ovariectomia e apds a confeccdo do defeito (OyxL) e ovariectomizado com
administracdo de licopeno somente apos a confeccdo do defeito (OyxLD). Cinco
animais tiveram a exposi¢cdo sem a excisdo dos ovarios e estes constituiram o
Grupo Controle/Sham (GC). Os defeitos 6sseos (5 mm) foram criados 60 dias
ap0s a ovariectomia e foram preenchidos por coagulo. O licopeno foi
administrado por meio de sonda gastrica, na dosagem de 10 mg/Kg de peso
corporal. ApG6s 31 dias, as calvarias foram removidas para processamento
histologico e analise quantitativa do tecido 0sseo neoformado utilizando o
software Image J. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e a
analise estatistica (ANOVA) para p<0,05. Os resultados obtidos para os grupos
GC, Oyx, OyxL e OyxLD foram respectivamente: 8,78+2,14; 11,83+1,57;
19,34+2,91 e 11,22+1,62 (p<0,05). Pode-se concluir que, o licopeno quando
administrado por um periodo de 90 dias e logo ap0s a ovariectomia, favoreceu o

reparo 0sseo.

Palavras-chave: morformetria; licopeno; reparo 6sseo; osteoporose.
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1. INTRODUCAO

A existéncia de relatos, em 1995, que cerca de 13 bilhdes de délares foram
utilizados em 580.000 fraturas relacionadas com a osteoporose foi um dos fatores
gue despertou grande preocupacao e discussao no meio cientifico. Definida como
‘epidemia do século 21", a osteoporose evolui gradativamente durante anos de
forma silenciosa sem a concepcao do portador, até 0 momento em que ocorre uma

fratura (Guarniero; Oliveira, 2004).

Segundo a International Osteoporosis Foundation (IOF, 2016) a cada trés
segundos uma fratura é decorrente da doenca, variando a incidéncia entre grupos
populacionais e paises. Isso vem aumentando devido ao crescente numero da
populacao idosa e a insisténcia nos habitos irregulares de criancas e adolescentes

com relacdo a alimentacéo e atividade fisica (Souza, 2010).

Caracterizado como um distarbio osteometabdlico, a osteoporose ocasiona
uma diminuicdo gradativa da densidade 6ssea, comprometendo microscopicamente
a arquitetura esquelética e deixando-a fragil, aumentando os riscos de fratura (Neto,
2002). A osteoporose pode ocorrer independente da idade, porém ha uma
prevaléncia em mulheres brancas no periodo pés-menopausa, uma vez que 0S
niveis do hormonio estrégeno diminuem e este possui intima relagdo com o tecido
0sseo. Algumas medidas profilaticas como exercicios fisicos de resisténcia,
ingestdo de calcio e vitamina D, podem reduzir os riscos de fratura assim como
elevar os niveis de massa Ossea (NIH Consensus Development Panel on

Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2001).

Sabe-se que 38% a 54% dos relatos da osteoporose, uma doencga cronica
ndo transmissivel, estdo relacionados com o modo de vida e a nutricdo de cada
individuo. A ingestdo de uma dieta balanceada constituida de uma riqueza
nutricional, além do calcio e a vitamina D como ja citados, € extremamente
importante para um desenvolvimento e aumento da massa 0ssea, obtendo melhor
protecdo com beneficios & saude do tecido 6sseo (Neto, 2002). Alimentos como
frutas e verduras que contém carotenoides tém sido cada vez mais indicados, pois
uma vez consumidos, sdo transformados em vitaminas pelo nosso organismo

proporcionando uma fonte preventiva contra a perda 0ssea (Carvalho, 2013).

Os carotenoides sao hidrocarbonetos que por sua vez subdividem-se
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guimicamente em xantofilas (contém moléculas oxigenadas) e carotenos (sem
moléculas oxigenadas, apenas hidrocarboneto). Geralmente mais de 600 tipos séo
encontrados na natureza sob a forma de pigmentos organicos, sendo estes, laranja,
amarelo ou vermelho nos quais sdo sintetizados por plantas, fungos e bactérias
(Engelmann et al., 2011). Conhecido como um alimento funcional, sua geometria
molecular é responséavel pela semelhangca com estruturas celulares que permite
uma funcdo eficaz e atua de forma direta na prevencdo e reducdao de doencas
(Jauregui et al., 2011).

Um tipo de carotenoide amplamente estudado atualmente € o licopeno que
€ caracterizado como um fitoquimico de natureza lipofilica, e € encontrado em
tomates e derivados (sucos e molhos) que proporciona a coloracdo vermelha
caracteristica do fruto (Holzapfel et al., 2013). O pigmento é constituido de carbono,
oxigénio e hidrogénio, sendo uma molécula aciclica e poli-insaturada. E amplamente
conhecido pelo seu potencial antioxidante o qual € extremamente importante para o
NOSSO organismo uma vez que, por processos metabdlicos produzimos radicais
livres induzindo a oxidacdo e producdo de diversas substancias quimicas

prejudiciais que causam danos celulares (Weber, 2016).

Segundo limura et al. (2014) a ingestao de licopeno foi capaz de facilitar a

formacao Ossea e inibir a reabsorcdo éssea em ratas jovens.

Além disso, outros estudos demonstraram que uma alta ingestdo de
licopeno pode influenciar positivamente no sistema esquelético inibindo a
reabsorcdo 6ssea em ratas induzidas a uma osteoporose por déficit do horménio
estrogeno além de facilitar a formacdo 6ssea com consequente aumento da sua

densidade (limura et al., 2015; Soltysiak; Folwarczna, 2015).

Ainda de acordo com Mackinnon et al. (2011) o consumo diario de licopeno
€ importante para diminuir o stress oxidativo e a reabsor¢cdo 0Ossea, trazendo
beneficios para mulheres no periodo pos-menopausa, diminuindo os riscos de

osteoporose.

A hipdtese desse trabalho € a de que a administracao in vivo do licopeno
possa influenciar positivamente no processo de reparo 6sseo em defeitos de

calvarias em ratas com modelo experimental para a osteoporose.



2. PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da ingestdo do licopeno no
processo de reparacdo em defeitos 6sseos em calvarias de ratas com modelo

experimental para a osteoporose por meio de:

- andlise morfolégica do tecido 6sseo neoformado por meio de confecc¢do de laminas

coradas com Hematoxilina-Eosina e Tricrbmio de Masson:;

- andlise quantitativa do tecido 6sseo neoformado por meio de contagem diferencial

de pontos.



3. MATERIAIS E METODOS

3. 1. Obtencdo dos animais procedentes do biotério de reproducdo e

manutencao

No experimento foram utilizadas 20 ratas Wistar com uma média de 300g
de peso corporal. Os animais eram provenientes do Biotério Central do Campus
da USP de Ribeirdo Preto. As ratas foram mantidas em namero de trés animais
por caixa de polietileno, com temperatura ambiente controlada entre maxima de
24 e minima de 23°C e com timer programado para doze horas de iluminagao
diaria. Os animais receberam ragao e agua “ad libitum”. Aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da FORP/USP — Protocolo n. 2016.1.392.58.5.

I) Tratamento dos Animais
a) Inducéo da osteoporose
ApGs a primeira semana 15 animais foram ovariectomizados bilateralmente.

Os animais foram pesados e entdo anestesiados com a solucdo anestésica
de Coopazine (Xilazina) - sedativo, analgésico e relaxante muscular e Dopalen
(Cloridrato de Cetamina) - anestésico geral, fornecido pela Agibrands do Brasil
LTDA- Campinas, SP, Brasil, na propor¢cao de 75mg/Kg de Cloridrato de Cetamina e
de 10mg/Kg de Xilazina, injetada por via intramuscular.

Apos a anestesia, 0s animais foram submetidos a tricotomia das regides
laterais. Foram aplicadas gazes esterilizadas embebidas em soro fisiologico a 0,9%
em ambos os olhos dos animais, com o objetivo de prevenir o ressecamento das

corneas durante a cirurgia.

Foi feita a antissepsia dos locais incisionados com alcool iodado (PVPI).
Foram realizadas incisfes cutaneas bilaterais, sendo o tecido muscular divulsionado
para a exposicdo dos ovarios e excisdao dos mesmos (Kalu, 1991). Fez-se a sutura
dos tecidos com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil) de modo a fechar devidamente as margens do retalho.



Figura 1 - Cirurgia de ovariectomia para a excisdo do ovario.

Em seguida, cada animal recebeu, via intramuscular, uma Unica dose de
analgésico Flunixinameglumina (1,1mg/Kg) (Banamine, Schering-Plough, Brasil) e
de uma solucéo de antibiéticos contendo: Benzilpenicilinabenzatina (156.000 UI/100
g peso corporal), Benzilpenicilina procaina (78.000 UI/100 g peso corporal),
Benzilpenicilina potassica (78.000 UI/100 g peso corporal), Diidroestreptomicina
base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) e Estreptomicina base (sulfato) (65
mg/100 g peso corporal) (Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte - Fort Dodge®,
Campinas, SP, Brasil). Os animais foram mantidos em namero de trés por caixa, por

sessenta dias e receberam racao e agua “ad libitum”.

Os animais operados ficaram sob observacdo constante, foi feita a limpeza

de suas caixas, com troca da maravalha, trés vezes por semana.

A comprovacdo do sucesso do procedimento de ovariectomia foi feita pelo

exame do ciclo estral e exame macroscépico dos cornos uterinos.

Duas semanas ap0s a cirurgia, os animais foram submetidos ao exame do
ciclo estral, por meio da coleta de liquido vaginal por um periodo de 5 dias
consecutivos. Para o desenvolvimento desta técnica de observacéao foi introduzido,
com o auxilio de uma ponteira pequena acoplada a uma micropipeta, uma dose de
solucéo salina (cerca de 1mL) no interior da vagina da rata. Apos a introdugédo a
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solucéo foi rapidamente aspirada e seu contetdo transferido para uma lamina de
vidro e imediatamente observado em microscopia Optica. Este procedimento foi

realizado no inicio da manha.

A literatura mostra que esta técnica € ideal para investigar as mudancas
ocorridas no ciclo reprodutivo. O periodo do ciclo estral das ratas dura de 4 a 5 dias.
Este ciclo pode ser dividido em quatro fases: metaestro, diestro, proestro e estro.
Cada uma das fases se caracteriza por apresentar um tipo de célula predominante
gue pode ser facilmente observado nos esfregacos da vagina, assim como, o nivel
de hormonios sexuais presentes no animal. Na fase Metaestro, observam-se
leucocitos e algumas células epiteliais anucleadas remanescentes. Nesta fase inicia-
se 0 aumento da secrecdo de estrogeno e o primeiro pico de progesterona. Na fase
Diestro observam-se basicamente leucdécitos e algumas células epiteliais nucleadas,
sendo marcado pelo final do primeiro pico de progesterona e baixos niveis de
estrogeno. Na terceira fase, Proestro, o0 niumero de células epiteliais nucleadas
aumenta enquanto os leucécitos praticamente desaparecem, ocorrendo neste
momento o pico de secrecdo de estrogeno e o segundo pico de progesterona,
enquanto na fase Estro sdo visualizadas basicamente células epiteliais
queratinizadas da camada cOrnea e o nivel de estrégeno retorna aos valores basais
(Hoar; Hickman, 1975; Marcondes et al., 2002).
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Figura 2 — Coleta do fluido vaginal para a realizagcdo do exame do ciclo estral.

Figura 3 - Fotomicrografia de fluido vaginal ndo corado. Rata controle na fase proestro com
predominancia de células epiteliais nucleadas.
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Figura 4 - Fotomicrografia de fluido vaginal ndo corado. Rata ovariectomizada na fase

diestro, com predominancia de leucécitos.

b) Grupos experimentais
Grupo Controle - Sham

Os animais deste grupo foram submetidos ao estresse da cirurgia, com
anestesia, exposicao dos ovarios e sutura dos tecidos. Estes também receberam, via
intramuscular, uma Unica dose de analgésico Flunixinameglumina (1,1mg/Kg)
(Banamine, Schering- Plough, Brasil) e de uma solu¢do de antibidticos contendo:
Benzilpenicilinabenzatina (156.000 UI/100 g peso corporal), Benzilpenicilina
procaina (78.000 UI/100 g peso corporal), Benzilpenicilina potassica (78.000 U1/100
g peso corporal), Diidroestreptomicina base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) e
Estreptomicina base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) (Pentabiotic Veterinario
Pequeno Porte - Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil). Os animais foram mantidos em

nuamero de trés por caixa, por sessenta dias e receberam ragao e agua “ad libitum”.

Os animais operados ficaram sob observacdo constante, sendo feita a
limpeza de suas caixas, com troca de maravalha, trés vezes por semana.
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Grupos experimentais

Os animais do grupo Sham constituiram o Grupo Controle (C). Os
animais ovariectomizados foram divididos aleatoriamente em 3 grupos: Grupo
Ovariectomizado (Ovyx), Grupo Ovariectomizado com administracdo de licopeno,
ou seja, apos cirurgia de ovariectomizacdo e de confec¢do do defeito 6sseo
(OvxL) e Grupo ovariectomizado com administracao de licopeno somente apdés a

confeccao do defeito 6sseo (OyxLD).

[I) Administragao in vivo do licopeno

Utilizou-se o licopeno (Kangdou Biotech, China) na concentracdo de 10%,
com certificado de controle de qualidade emitido pela SM Empreendimentos
Farmacéuticos (Sdo Paulo). Ap6s sua solubilizacdo em &agua, o licopeno foi
administrado por meio de sonda gastrica, na dosagem de 10 mg/Kg de peso
corporal (adaptado de Luvizotto et al., 2013). Para assegurar a correta dosagem, os
animais eram pesados cada vez que o licopeno fosse administrado. Como foi
relatado anteriormente somente os grupos OyxL e OyxLD receberam o licopeno. O
grupo OyxL comecou a receber o licopeno no dia seguinte a cirurgia de
ovariectomizacdo e este foi administrado a cada 24 horas por 2 meses. ApGs a
criacdo do defeito 6ésseo, a administracéo de licopeno foi continuada por um periodo
de 30 dias a cada 24 horas. No dia seguinte a cirurgia de ovariectomizacéao bilateral,
0s animais do grupo OyxLD receberam agua, por sonda gastrica e esta foi mantida a
cada 24 horas por 2 meses, na qual os animais deste grupo, foram submetidos ao
mesmo nivel de estresse que 0s animais do grupo OyxL. O grupo OyxLD comecou a
receber o licopeno no dia seguinte & confeccdo do defeito e este foi mantido por um

periodo de 30 dias, a cada 24 horas.

Os animais dos grupos C e Oyx receberam a administracdo de agua, por

meio de sonda gastrica, durante todo o periodo de experimentacao.
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Figura 5 - Administracdo da solucéo de licopeno por meio da utilizacdo de sonda gastrica.

3.2. Realizacéo dos defeitos 6sseos criticos e tratamentos associados
Passados 60 dias da cirurgia de ovariectomizacéo, foram confeccionados os

defeitos 6sseos em todos 0s animais.

Os animais foram pesados e anestesiados com a mistura de 75mg/Kg de
Cloridrato de Cetamina e de 10mg/Kg de Xilazina, injetada por via intramuscular e
foram submetidos a uma incisdo sagital de aproximadamente 1 cm de extensédo na
regido lateral da calvaria (osso parietal direito), com lamina de bisturi estéril nimero
15, previamente montada em cabo de bisturi nUmero 3, de modo a expor a regiao

Ossea que se desejasse ter acesso.

Na calvéria exposta foi realizada a criacdo de um defeito 6sseo na regido

central do osso parietal esquerdo.

Para isso utilizou-se uma broca trefina de 5 mm de diametro adaptada em
contra-angulo e com o auxilio de um motor elétrico para implantes (Dentscler,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil), ajustado em 3000 rpm, com constante e abundante
irrigacdo com soro fisiologico 0,9%; procedeu-se a perfuracdo criando um defeito
0sseo cilindrico de 5 mm de diametro, estando esta dimenséo dentro dos padrbes

citados na literatura.
15



Apés a confeccdo do defeito, procedeu-se a sutura dos tecidos. A pele do
animal, juntamente com o periosteo foi reposicionada a sua posicao original,
suturada com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos,
SP, Brasil), de modo a fechar devidamente as margens do retalho.

-

Figura 6 - Confeccéo do defeito 6sseo com broca trefina.
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Figura 7 - Defeito 6sseo de 5 mm de diametro no osso parietal esquerdo.

Figura 8 - Sutura na regido do defeito 4sseo.
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Ao final do procedimento cirirgico os animais receberam dose Unica de
analgésico Flunixinameglumina (1,1mg/Kg) (Banamine, Schering-Plough, Brasil) e
dose Unica de uma solucdo de antibidticos contendo: Benzilpenicilinabenzatina
(156.000 UI/100 g peso corporal), Benzilpenicilina procaina (78.000 Ul/100 g peso
corporal), Benzilpenicilina potassica (78.000 UI/100 g peso corporal),
Diidroestreptomicina base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) e Estreptomicina
base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) (Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte -
Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil). Os animais foram mantidos em nimero de trés

por caixa, por mais trinta e um dias e receberam racdo e agua “ad libitum”.

Os animais operados ficaram sob observacdo constante, sendo feita a

limpeza de suas caixas, com troca da maravalha, trés vezes por semana.

Quadro 1: Distribuicdo dos animais em relacdo ao tratamento e tipos de analises a que foram

submetidos.
Grupos Tratamentos Tipo de Anédlise Animais

1-C Estresse da cirurgia  de | Morfologica e n=5
ovariectomizacéo + | Quantitativa
administragdo de agua

2 - Oyx Ovariectomia bilateral + | Morfoldgica e n=5
administragdo de agua Quantitativa

3 —OuxL Ovariectomia bilateral + | Morfologica e n=5
administragéo de | quantitativa
licopeno antes e apos a
confeccao do defeito 6sseo

4 —OyyLD Ovariectomia bilateral + | Morfoldgica e n=5
administracdo de agua apés a | quantitativa
ovariectomizacao bilateral +
administracdo de licopeno apds
a confeccdo do defeito
Osseo
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3.3. Eutanasia e Coleta de Material

Trinta e um dias apés a confec¢cdo do defeito OGsseo, as ratas foram
eutanasiadas por meio de anestesia seguida por decapitacdo. Os animais foram
pesados e anestesiados com a mistura de 75mg/Kg de Cloridrato de Cetamina e de

10mg/Kg de Xilazina por via intramuscular.

Durante o processo de eutandsia dos animais, foi possivel avaliar, também,
o efeito da ovariectomia, por meio do exame macroscopico dos cornos uterinos. A
regido abdominal foi incisionada para localizacdo das respectivas estruturas e nos
animais ovariectomizados (com deficiéncia de hormdnio) os cornos uterinos

apresentaram-se finos, atroficos e anémicos.

Figura 9 — Em a: Cornos uterinos de aspecto normal (seta) em rata do grupo controle (nédo
ovariectomizada); b: Cornos uterinos atrofiados (seta) confirmando o sucesso da

ovariectomia.
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Apols a decapitagdo foram obtidos fragmentos 0sseos contendo o defeito

6sseo com margem de seguranca.

Figura 10 - Fragmento 6sseo com margem de seguranga para processamento histolégico.

3.4. Processamento Histologico

Os fragmentos foram imersos em formaldeido a 4% tamponado, por 24
horas. Em seguida, os espécimes foram descalcificados em EDTA+TRIS a 0,5M, e
as solucdes foram trocadas a cada dois dias. Apds o periodo de descalcificacédo, que
foi de aproximadamente trinta dias, a acdo do &cido foi neutralizada, em uma
solucdo de sulfato de sodio a 5%, por vinte e quatro horas. Apos esse periodo, 0s
fragmentos foram desidratados em séries crescentes de alcoois, diafanizados em
xilol e incluidos em parafina. Foram realizados cortes verticais ao tecido de 6 um de
espessura, e estes foram corados em Hematoxilina — Eosina (que permitiu a
avaliacdo morfolégica simples do tecido 6sseo neoformado) e Tricrdbmio de Masson
(que permitiu a avaliacdo morfoldgica detalhada do tecido 6sseo neoformado).

I) Analise morfoldgica (qualitativa) ao microscopio de luz

A andlise qualitativa das laminas permitiu avaliar o osso neoformado na érea

de criacdo do defeito 6sseo critico, bem como diferenciar 0 0sso existente e o
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neoformado nos grupos experimentais. Foi utilizado um microscopio de luz Leica DM
4000B, acoplado a uma camera digital de video Leica EC3 para captura das

imagens as quais foram analisadas em objetivas de 10X, 20X e 40X.

II) Andlise quantitativa

A quantidade de osso neoformado de cada animal foi analisada pelo Método
de Contagem Diferencial de Pontos (Weibel et al., 1966). Foi utilizado um sistema-
teste composto de linhas verticais e horizontais interpoladas sobre campos
aleatorios para determinacdo da percentagem relativa da area de 0sso neoformado.
A éarea (A) foi determinada pela relacdo dos pontos que estivessem sobre tecido
0sseo neoformado (Pp) e o total de pontos do sistema teste (Pt), sendo
representada pela seguinte férmula: A = Pp/Pt (%). Foram obtidas 40 imagens por

animal, totalizando 240 imagens por grupo.
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4. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados quantitativos foram tabulados e submetidos a anélise estatistica
utilizando o software Sigma Plot 11.0. Observou-se uma distribuigdo normal em
todos os dados obtidos (Shapiro Wilk, p>0,05) o que possibilitou utilizar o teste
estatistico analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para comparar 0S

grupos. A significancia foi fixada em 5%.
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5. RESULTADOS
5.1. Andlise histoldgica qualitativa

Ao analisar as laminas histolégicas de todos os grupos estudados, foi
possivel observar neoformacédo 6ssea na periferia do defeito 6sseo. Além disso, em
todos os grupos foi detectada a presenca de um tecido conjuntivo espesso com
quantidade variada de vasos sanguineos, proximo ao tecido 6sseo neoformado. Foi
possivel observar também, que a regido central do defeito também estava
preenchida por tecido conjuntivo. Nao foi observado infiltrado de células

inflamatérias nos grupos estudados.

No grupo controle foi detectado pouco 0sso neoformado com a presenca de
tecido conjuntivo espesso com grande quantidade de fibroblastos e vasos
sanguineos. (Figura 11). O osso neoformado presente no grupo ovariectomizado
apresentou-se envolvido por osteoblastos achatados, com grande quantidade de
vasos e ostedcitos alojados em lacunas (Figura 12).

No grupo que recebeu o licopeno logo apés a cirurgia de ovariectomizacgéao,
foi evidente uma maior neoformacao de tecido 0sseo, além da presenca de grande
quantidade de ostedcitos alojados em lacunas, vasos e osteoblastos ativos
adjacentes ao 0sso neoformado. Observou-se também, que o tecido conjuntivo era
espesso e bem organizado possuindo grande quantidade de vasos e fibras (Figura
13). No grupo que recebeu licopeno apés a confeccdo do defeito ésseo, foi possivel
observar osteoblastos ativos adjacente ao 0sso neoformado, assim como um tecido
conjuntivo espesso e organizado com poucos vasos sanguineos em seu interior
(Figura 14).

23



a1 . -

Figura 11 - Tecido 6sseo neoformado presente na periferia do defeito 6sseo da
calvaria de ratas controles. Coloragéo de Tricrdbmico de Masson.
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Figura 12 - Tecido 6sseo neoformado presente na periferia do defeito 6sseo da

calvaria de ratas ovariectomizadas. Coloracéo de Tricrémico de Masson.
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Figur 13 - Tecido 6sseo neoormado
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calvaria de ratas ovariectomizadas + Licopeno ap0s a cirurgia de ovariectomia.

Coloracéo de Tricrémico de Masson.

Figura 14 - Tecido 6sseo neoformado presente na periferia do defeito 6sseo da
calvaria de ratas ovariectomizada + Licopeno apds a criacdo do defeito. Coloragéo

de Tricrébmico de Masson.



5.2. Analise quantitativa

Os resultados encontrados na andlise quantitativa dos grupos Controle (C),

Grupo Ovariectomizado (Oyx), Grupo Ovariectomizado com administracdo de

licopeno continuada (OyxL) e Grupo ovariectomizado com administracéo de licopeno

somente apdés a confeccdo do defeito 6sseo (OyxLD) estdo representados nas

Tabelas 1 e 2 e na Figura 15. Os grupos OyxL e Oyx apresentaram a maior

guantidade de osso neoformado (p<0,05). A menor area de osso neoformado

ocorreu no Grupo Controle (C).

Tabela 1 — Valores médios da area de osso neoformado (porcentagem) para os Grupos
Controle (C); Ovariectomizado (Oyx); Ovariectomizado com administracdo de licopeno
continuada); e Grupo ovariectomizado com administracdo de licopeno somente apds a

confeccédo do defeito 6sseo (OyxLD).

Grupos C Ovx OvxL OvxLD
8,78+2,14 11,83+1,57 19,34+2,91 11,22+1,62

Tabela 2 - Significancia (p) entre os grupos analisados para o parametro volume 6sseo.
Teste de Tukey (p<0,05).

Area de Osso Neoformado

Grupo p
S
C vs. Ovx 0.3592
C vs. OvxL 0.0014
C vs. OvxLD 0.5310
Ovx vs OvxL 0.0110
Ovx vs. OvxLD 0.9842
OvxL vs. OvxLD 0.0070
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Figura 15 —Valores médios da area de osso neoformado e desvio-padrdo nos grupos
controle (C), ovariectomizado (Ovx), ovariectomizado + licopeno (OvxL) e ovariectomizado

+ licopeno ap6s a criagdo do defeito 6sseo (OyxLD).* p<0,05 ** p<0,01
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o efeito sistémico do licopeno sobre o reparo de

defeitos 6sseos em calvaria de animais ovariectomizados.

As caracteristicas semelhantes da perda éssea que ocorrem em ratas
ovariectomizadas e nas mulheres no periodo ap6s a menopausa (Kalu, 1991)
demonstram a confiabilidade do modelo experimental utilizado neste estudo. Além
disso, estudos sobre osteoporose, reconhecem que este modelo é altamente

preconizado na literatura (Frost; Jee, 1992).

Um fato que tem sido bastante observado nos vérios estudos realizados por
nosso grupo de pesquisa, e que aqui também foi observado, é que dentre os
animais que nao receberam o licopeno, o0 grupo ovariectomizado apresentou maior
formacdo Ossea que o grupo controle, no entanto ndo foi observada significancia
estatistica. E possivel que o organismo possua uma reparacgéo frente a osteoporose,
com uma maior energia metabdlica, devido a uma maior formacdo de ATP (Yu et
al., 2012). Por outro lado, foi verificado que células tronco do ligamento periodontal
originadas de ratas osteopordticas apresentam uma resposta a auséncia de
estrogeno no terceiro més pos- ovariectomia e que estas células exibem um
aumento na sua habilidade de proliferar porém uma menor capacidade de
diferenciacdo em osteoblastos (E et al., 2016).

De acordo com a literatura, o licopeno tem sido utilizado para o tratamento
de doencas cronicas, por exemplo, como coadjuvante no tratamento de cancer de

prostata e doencas cardiacas (Rowles et al., 2017; Cicero et al., 2017).

Na osteoporose, existem relatos da acdo benéfica do carotenoide licopeno
em modelos in vitro, sendo escassos 0s estudos utilizando essa substancia em
modelos osteoporoticos in vivo, tendo a calvaria como alvo de analise da reparacao

0ssea, 0 que torna dificil a comparacao direta dos resultados.

Nossos resultados histomorfométricos mostraram que 0s animais que
receberam o licopeno apés a cirurgia de ovariectomia apresentaram maiores niveis
de formagdo d&ssea quando comparados aos animais do grupo controle,
ovariectomizados e ovariectomizados com administracdo de licopeno apoés a
confeccao do defeito 0sseo. Estes resultados sdo concordes com os de Ardawi et al.

(2016) e Oliveira et al. (2018) que demonstraram os efeitos benéficos do tratamento
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com licopeno em ratas ovariectomizadas. Diferentemente da metodologia aplicada
neste estudo, estes pesquisadores observaram os efeitos de diferentes doses de
licopeno na tibia e no fémur, demonstrando que o efeito benéfico deste carotenoide
€ dose-dependente, e que a dose de 45mg/kg de peso por dia € a que apresentou
os melhores resultados. Embora nesta pesquisa tenha sido utilizada a dose de 10
mg/Kg e seu efeito foi verificado em defeitos 6sseos confeccionados em calvaria,
ficou evidente o efeito benéfico do tratamento com licopeno nas ratas
ovariectomizadas que receberam o carotenoide por mais tempo. Uma possivel
explicacdo para a maior formagdo Ossea, seria o efeito do licopeno sobre
osteoblastos e sobre a atividade da fosfatase alcalina como foi demonstrado por Kim
et al. (2004) em seus estudos in vitro. E importante ressaltar que aliada a esta ac&o
sobre os osteoblastos, o licopeno também atua sobre os osteoclastos inibindo-os de
serem formados, bem como inibindo a reabsorcdo 6ssea e a producdo de espécies
reativas ao oxigénio por estas células (Rao et al., 2004). O licopeno diminui a
osteoclastogénese porque reprime a expressédo do gene Nfatc 1 (o regulador mestre
da osteoclastogénese) e ao mesmo tempo aumenta a atividade dos osteoblastos
induzindo o RNAm dos genes Alp, Collal e Ocn. Além disso o licopeno reprime as
expressbes dos genes RANKL e OPG, indicando que a influéncia do licopeno no
0SSO em resposta a ovariectomizacdo € parcialmente mediada pela via de
sinalizacdo do RANK (Ardawi et al., 2016).

Outros estudos também relatam a diminuicdo do estresse oxidativo apés a
suplementacdo com licopeno e que este carotenoide melhora a saude do tecido
0sseo, porém 0s mecanismos através do qual ele altera o0 metabolismo deste tecido,
in vivo, ainda ndo foram elucidados (Mackinnon et al., 2011; Ardawi et al., 2016).
Contrariamente, limura et al. (2015) verificaram que a ingestéo de licopeno por ratas
ovariectomizadas inibiu a reabsorcédo 6ssea significativamente, porém sem interferir
nos niveis de estresse oxidativo. Portanto, para estes pesquisadores, ainda nao esta
realmente claro que o efeito benéfico do licopeno observado in vivo, foi devido a

reducdo do estresse oxidativo.

Uma outra hipétese, seria que o tratamento com licopeno aumentaria
significativamente os niveis séricos de estradiol de forma dose-dependente e
atenuasse o0s niveis elevados de horménio foliculo estimulante e hormonio
luteinizante resultantes da remocao de estradiol em ratas OVX, indicando que o
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licopeno tem um papel benéfico na regulagdo da funcdo hipotalamica-hipofise. O
mecanismo ou mecanismos subjacentes a essas observagfes é desconhecido. No
entanto, € possivel que o tratamento com licopeno restitua a expressao dos
receptores de estrogénio ao normal e que isso possa ser devido a restauracdo dos
niveis de estradiol ao normal ou melhora da sensibilidade dos tecidos ao estradiol

e/ou sintese através dos tecidos que o produzem (Ardawi et al., 2016).
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, a partir dos resultados obtidos, sugere-se que a dose de 10
mg/Kg de licopeno, é benéfica em condicBes sistémicas de distarbios 6sseos, como
a osteoporose. Os resultados sugerem que o licopeno, quando utilizado de forma
continuada, iniciando sua administracdo logo ap0s a cirurgia de ovariectomia, pode
ser utilizado como um coadjuvante no tratamento e prevencdo da perda 6ssea na

osteoporose.
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