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RESUMO 

 

A utilização de suplementos alimentares e a funcionalização de biomateriais com compostos 

naturais têm sido avaliadas como estratégias para a obtenção de maior controle e 

previsibilidade sobre o processo de osseointegração. Embora alguns estudos mostrem 

benefícios da erva do chá mate (Ilex paraguariensis) em diferentes células e tecidos, seus 

efeitos sobre o tecido ósseo ainda não estão bem estabelecidos. O objetivo do presente estudo 

foi avaliar os efeitos do extrato de Ilex paraguariensis St. Hil (IP) sobre a viabilidade celular, 

metabolismo e aquisição do fenótipo osteogênico em cultura de células osteoblásticas. Para 

isso, osteoblastos da linhagem UMR-106 foram plaqueados a 3.000 células/poço em placas de 

96 poços, deixados aderir por 24 horas e então expostos ao extrato nas concentrações de 0 

(Controle); 3,9; 15,6; 62,5 ou 250 μg/mL do IP em meio osteogênico. Foram avaliados: a 

viabilidade celular pelo kit live/dead no dia 2, a atividade mitocondrial pelo ensaio 

colorimétrico MTT nos dias 2 e 5, a atividade de fosfatase alcalina in situ por marcação com 

Fast red no dia 3, e a formação de matriz mineralizada por coloração com vermelho de 

alizarina ao final de 7 dias. Os dados quantitativos foram submetidos ao teste ANOVA, 

seguido de pós-teste de Tukey, quando apropriado (α=5%). A análise qualitativa da 

viabilidade celular mostrou predominância de células viáveis em todos os grupos, embora 

culturas expostas a 250 µg/mL do IP tenham exibido redução da quantidade de células. O 

ensaio MTT revelou maior atividade mitocondrial em culturas expostas ao IP a 62,5 µg/mL 

em relação apenas ao Controle e ao grupo exposto a 250 µg/mL (p<0,05). Aos 5 dias, valores 

semelhantes de atividade mitocondrial foram observados entre os grupos Controle e aqueles 

expostos a concentrações de até 62,5 µg/mL do IP (p>0,05), e redução significativa desse 

parâmetro no grupo 250 µg/mL (p<0,05). A análise qualitativa da marcação por Fast red aos 

3 dias revelou que todos os grupos exibiram atividade de ALP. Ao final de 7 dias, menor 

marcação para depósitos de cálcio foi observada em culturas crescidas na presença de 250 

µg/mL do IP, enquanto que aspectos macroscópicos semelhantes aos do Controle foram 

observados nas demais concentrações. Conclui-se que, dentro das condições experimentais 

utilizadas, concentrações de até 62,5 µg/mL do IP não exibiram citotoxicidade e permitiram a 

aquisição do fenótipo osteogênico em osteoblastos da linhagem UMR-106 de forma similar 

ao de culturas Controle, exibindo efeito neutro sobre a osteogênese. 

Palavras-chave: Osteogênese. Ilex paraguariensis. Antioxidantes. 



  

SUMMARY 

 

The use of dietary supplements and the functionalization of biomaterials with natural 

compounds have been evaluated as strategies for obtaining greater predictability over the 

osseointegration process. Although some studies show benefits of the mate tea herb (Ilex 

paraguariensis) in different cells and tissues, its effects on bone tissue are not well known. 

The aim of the present study was to evaluate the effects of Ilex paraguariensis St. Hil (IP) 

extract on cell viability, metabolism and acquisition of the osteogenic phenotype in 

osteoblastic cell culture. For this, osteoblasts of the UMR-106 strain were plated at 3,000 

cells/well in 96-well plates, allowed to adhere for 24 hours and then exposed to the extract at 

concentrations of 0 (Control); 3.9; 15.6; 62.5 or 250 μg / mL of the PI in osteogenic medium. 

The following were evaluated: cell viability by the live / dead kit on day 2, mitochondrial 

activity by the MTT colorimetric assay on days 2 and 5, alkaline phosphatase activity in situ 

by Fast red labeling on day 3, and the formation of mineralized matrix by staining with 

alizarin red after 7 days. Quantitative data were submitted to ANOVA test, followed by 

Tukey's post-test, when appropriate (α = 5%). The qualitative analysis of cell viability showed 

a predominance of viable cells in all groups, although cultures exposed to 250 µg / mL of the 

PI have shown a reduction in the number of cells. The MTT assay revealed greater 

mitochondrial activity in cultures exposed to IP at 62.5 µg / mL compared to the Control and 

the group exposed to 250 µg / mL only (p <0.05). At 5 days, similar values of mitochondrial 

activity were observed between the Control groups and those exposed to concentrations of up 

to 62.5 µg / mL of the PI (p> 0.05), and a significant reduction of this parameter in the 250 µg 

/ mL group ( p <0.05). Qualitative analysis of Fast red labeling at 3 days revealed that all 

groups exhibited ALP activity. At the end of 7 days, less marking for calcium deposits was 

observed in cultures grown in the presence of 250 µg / mL of IP, while macroscopic aspects 

similar to those of the Control were observed in the other concentrations. It was concluded 

that, under the experimental conditions used, concentrations of up to 62.5 µg / mL of the PI 

did not exhibit cytotoxicity and allowed the acquisition of the osteogenic phenotype in 

osteoblasts of the UMR-106 strain in a similar way to that of Control cultures, exhibiting a 

neutral effect about osteogenesis. 

Key-words: Osteogenesis. Ilex paraguariensis.Antioxidant. 



  

SUMÁRIO 

 

RESUMO 

SUMMARY 

1 INTRODUÇÃO ...................................................................................................................13 

2 PROPOSIÇÃO ....................................................................................................................19 

2.1 OBJETIVO GERAL ..........................................................................................................19 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS .............................................................................................19 

3 MATERIAL E MÉTODOS.................................................................................................20 

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.............................................................................20 

3.2 OBTENÇÃO DA CULTURA CELULAR.........................................................................21 

3.3 PREPARO DAS SOLUÇÕES E EXPOSIÇÃO DAS CULTURAS..................................21 

3.4 VIABILIDADE CELULAR...............................................................................................22 

3.5 ATIVIDADE MITOCONDRIAL.......................................................................................23 

3.6 ATIVIDADE DA ENZIMA FOSFATASE ALCALINA (ALP) IN SITU ........................23 

3.7 FORMAÇÃO DE MATRIZ MINERALIZADA................................................................24 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA.................................................................................................25 

4 RESULTADOS ....................................................................................................................26 

4.1 EFEITOS DO EXTRATO DE IP SOBRE A VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADE 

MITOCONDRIAL DE OSTEOBLASTOS DA LINHAGEM UMR-

106.............................................................................................................................................26 

4.2 POTENCIAL OSTEOGÊNICO DO EXTRATO DE IP SOBRE OSTEOBLASTOS DA 

LINHAGEM UMR-106............................................................................................................30 

5 DISCUSSÃO.........................................................................................................................35 

6 CONCLUSÃO......................................................................................................................40 

REFERÊNCIAS 

APÊNDICE 

ANEXOS 



  

1 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas, o padrão alimentar sofreu diversas mudanças, afetando 

diretamente a qualidade dos alimentos ingeridos. Devido ao novo estilo de vida adotado, a 

preferência por refeições rápidas e satisfatórias ao paladar, porém de menor apelo nutritivo, 

tomou proporções mundiais (ABREU et al., 2001; FLANDRIN & MONTANARI, 1996; 

FRANÇA et al., 2012; PINHEIRO, 2001; SOUZA & HARDT, 2002; OLIVEIRA, 1997). 

Associado à queda na qualidade alimentar, o envelhecimento populacional tem acarretado 

transformações na incidência e prevalência de Doenças Crônicas Não Transmissíveis (DCNT) 

(Moreira et al., 2013), como a diabetes mellitus, doenças respiratórias e cardiovasculares, 

câncer, obesidade e, inclusive, problemas ósseos relacionados à redução em sua densidade 

mineral (como a osteoporose) (ALKHATIB et al., 2017; MALTA et al., 2011; TILMAN; 

CLARK, 2014; VARGAS et al., 2019).  

Na odontologia, diversos fatores podem interferir no processo de osseointegração,i.e., 

na união estável e funcional entre o osso e uma superfície de titânio, entre eles, a presença de 

doenças sistêmicas. Por exemplo, a osteoporose influencia negativamente o processo de 

remodelação óssea, impedindo ou retardando a osseointegração (ALBREKTSSON, 1987), 

além de estar relacionada ao aumento da reabsorção óssea em usuários de próteses 

convencionais (WOWERN, 2001). 

Assim, em pacientes com distúrbios sistêmicos, a reabilitação oral com o uso de 

implantes osteointegráveis constitui, ainda hoje, um grande desafio clínico (SCULLY; 

HOBKIRK; D DIOS, 2007; JAVED; ROMANOS, 2009). As doenças crônicas podem 

apresentar um impacto significativo na taxa de sucesso de novos implantes, onde, por 

exemplo, pacientes que sofrem com baixo volume e densidade óssea (osteoporose), 



  

apresentam condições ósseas menos favoráveis, aumentando consideravelmente o risco de 

perda implantar (MOMBELLI; CIONCA, 2006). 

É bem estabelecido que as DCNTs podem ser agravadas pelo estresse oxidativo, que é 

um desequilíbrio entre as espécies reativas de oxigênio (EROs) e a capacidade de ação dos 

antioxidantes (KOURY; DONANGELO, 2003). O excesso dessas moléculas desempenha um 

papel importante no desenvolvimento de danos e patologias aos tecidos do organismo (SIES, 

1986, SCHINELLA et al., 2000). 

Em condições fisiológicas, EROs são produzidos de forma controlada e atuam como 

moléculas importantes de sinalização celular, regulando a função imunológica, a inflamação, 

a divisão celular e a resposta ao estresse oxidativo (MA, 2013;  KALLAPURA et al., 2014). 

O acúmulo massivo de EROs pode ser induzido por fatores como radiação, invasão de 

patógenos, idade, doenças e estresse térmico (BLOKHINA et al., 2003, FINKEL; 

HOLBROOK, 2000, IKEDA et al., 1999; BHATNAGAR, 1994). Se o sistema antioxidante 

endógeno for insuficiente para neutralizar completamente as EROs, o dano oxidativo à 

macromoléculas pode ser observado (SCHINELLA et al., 2000). A oxidação de radicais livres 

tem como principal conseqüência o dano ao DNA (possivelmente também às 

nucleoproteínas): acredita-se que as rupturas das fitas duplas sejam a lesão inicial podendo 

gerar aberrações aos cromossomos e as cromátides, posteriormente levando a instabilidade 

genômica com perda de informações ou rearanjos cromossomais, que são eventos moleculares 

fundamentais na etiologia de diversas patologias, incluindo distúrbios neurológicos e câncer 

(JACKSON; BARTEK, 2009; MCKINNON, 2009; SIES, 1986). O equilíbrio entre auto-

renovação, proliferação e diferenciação de células-tronco progenitoras no sistema 

hematopoiético depende da regulação dos níveis intracelulares de EROs. A incapacidade de 

regular altos níveis de EROs leva à anomalias na proliferação, parada do crescimento e morte 

celular (RICHARDSON; YAN; VESTAL, 2015). No tecido ósseo, as EROs além induzirem a 



  

morte celular, bloqueiam e reduzem a atividade dos osteoblastos e osteócitos, reduzindo a 

mineralização e favorecendo o processo de osteoclastogênese (ALMEIDA et al., 2007; 

BONEWALD, 2008, 2011; HENRIKSEN, 2009; JILKA; NOBLE; WEINSTEIN, 2004; LEE 

et al., 2006; ROMAGNOLI et al., 2013). 

Sabe-se que a homeostase do tecido ósseo é mantida pelo equilíbrio entre a atividade 

de osteoblastos e osteoclastos, células responsáveis pelos processos de formação e reabsorção 

óssea, respectivamente. Esses processos podem ser modulados por fatores sistemicos, como 

hormônios e condições nutricionais, e fatores locais, como citocinas e mediadores locais 

(KATCHBURIAN; ARANA, 2017). Tendo em vista que os alimentos ingeridos influenciam 

os processos moleculares das células do organismo humano, têm-se buscado a prevenção e a 

promoção de saúde através de alimentos e compostos funcionais (LOPEZ-VARELA; 

GONZALEZ-GROSS; MARCOS, 2002; JIMENEZ-GARCIA et al., 2013; RICORDI; 

GARCIA-CONTRERAS; FARNETTI, 2015).  

A utilização de suplementos alimentares e a funcionalização de biomateriais com 

compostos naturais têm sido avaliadas como estratégias para a obtenção de maior controle e 

previsibilidade sobre o processo de regeneração óssea (CAZZOLA et al., 2018; DA SILVA 

BRASILINO et al., 2018; BRITO et al., 2019). De acordo com a literatura, agentes 

antioxidantes têm capacidade de favorecer o mecanismo de diferenciação osteoblástica e a 

formação óssea (BANFI; IORIO; CORSI, 2008; FONTANI et al., 2015; JUN, 2008; 

ROMAGNOLI et al., 2013), manter vitais os osteócitos que atuam na manutenção do osso e, 

concomitantemente, reduzir a atividade e diferenciação osteoclástica, evitando queda na 

densidade óssea (DOMAZETOVIC et al., 2017). 

Os efeitos antioxidantes promovidos pelos compostos derivados de ervas naturais têm 

despertado interesse, devido seu alto valor nutricional e papel na promoção da saúde e 



  

combate a doenças (SCHINELLA et al., 2000). Descrita por Auguste de Saint-Hilaire e 

popularizada como “erva do chá mate”, a Ilex paraguariensis (IP) (LORENZI; MATOS, 

2008) é muito consumida nos países da América do Sul, produzida e comercializada 

principalmente no Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina (BRACESCO et al., 2011). No 

Brasil, o cultivo e colheita são feitos pela extração diretamente da floresta natural ou por um 

sistema misto, que consiste na combinação do crescimento natural das florestas associado à 

práticas corretas de cultivo artificial (HECK; DE MEJIA, 2007). A planta pertence à família 

das Aquifoliaceae, de composição química variável, tendo como principais constituintes os 

compostos fenólicos, xantinas, sapominas, além de grandes concentrações dos derivados de 

cafeoil, como o ácido clorogênico e o ácido caféico. Encontra-se também a presença de 

flavonoides, como a rutina e a quercetina, além de minerais e vitaminas (GRIGIONI et al., 

2004; FILIP et al., 2001; SMALL; CATLING, 2001; HECK; DE MEJIA, 2007). O preparo 

da bebida é feito por meio da infusão de folhas secas e picadas da IP. Seu consumo é dado 

principalmente por suas propriedades diuréticas, anti-inflamatórias e, principalmente, por suas 

propriedades estimulantes suaves (SCHINELLA et al., 2000), porém, o interesse científico 

pela erva-mate aumentou principalmente em função de sua composição química, que inclui 

moléculas responsáveis por inúmeras atividades biológicas e farmacológicas conhecidas, 

como a eliminação de radicais livres, redução na glicação e tratamento de doenças 

inflamatórias (JUNIOR; MORAND, 2016).  

Os principais e mais estudados constituintes nesta planta são os compostos fenólicos, 

responsáveis por sua atividade antioxidante. Polifenóis são compostos com um ou mais 

grupos hidroxila ligados a um anel benzeno (FRAGA et al., 2010), capazes de minimizar o 

estresse oxidativo pela eliminação dos EROs e geração de radicais fenólicos mais estáveis 

(SEVERINO et al., 2009). A concentração de polifenóis no IP tem forte correlação com sua 

capacidade antioxidante (CHANDRA; GONZALEZ DE MEJIA, 2004): estudos mostraram 



  

que os níveis de polifenois do extrato da IP são superiores aos do chá verde e similares aos 

dos vinhos tintos (GUGLIUCCI et al., 2009 a, b; BASTOS et al., 2007). O ácido clorogênico 

presente no IP (BASTOS et al., 2007; HECK; DE MEJIA, 2007; MENINI et al., 2007; DE 

MORAIS et al., 2009; FILIP; DAVICINO; ANESINI, 2010) é capaz de eliminar radicais 

livres e metais, e modular positivamente a expressão gênica de enzimas antioxidantes 

(CLIFFORD, 1999, 2004; OLTHOF et al., 2001; JAISWAL et al., 2010). 

Estudos in vitro e in vivo mostraram o potencial da erva mate na eliminação de EROs 

(GUGLIUCCI; STAHL, 1995; CAMPOS et al., 1996; GUGLIUCCI, 1996;(BOAVENTURA 

et al., 2013), sendo sua atividade antioxidante equivalente ou superior ao das vitaminas C e E, 

consideradas padrões-ouro para essa propriedade (VINSON; DABBAGH, 1998; 

SCHINELLA et al., 2000; GUGLIUCCI; MENINI, 2002; CHANDRA; GONZALEZ DE 

MEJIA, 2004). Além da atividade antioxidante, o IP promove uma série de benefícios à 

saúde:  atua na regulação da adipogênese (ARÇARI et al., 2013), exibe propriedades de 

redução de peso e antiobesidade (ARÇARI et al., 2009, 2011b; BORGES et al., 2013), efeito 

antinflamatório (ARÇARI et al, 2011; MOSIMANN; WILHELM-FILHO; DA SILVA, 2006; 

MIRANDA et al., 2008; BERTÉ et al., 2011; BORGES et al., 2013), vasodilatador (STEIN et 

al., 2005), melhora a hiperlipidemia, inibe a glicação, atua na saúde cardiovascular, reduzindo 

a progressão da aterosclerose (BALZAN et al., 2013; GAO et al., 2013; LUNCEFORD; 

GUGLIUCCI, 2005; MOSIMANN; WILHELM-FILHO; DA SILVA., 2006) e também 

melhora a resistência à insulina (ARÇARI et al., 2011). 

Embora os efeitos da IP sobre o tecido ósseo sejam alvo de investigações, os dados da 

literatura são contraditórios. Estudos apontam que o consumo de IP pode apresentar 

benefícios ao tecido ósseo, favorecendo a formação óssea durante a cicatrização de alvéolos 

de ratos após extração dentária (DA SILVA BRASILINO et al., 2018), aumentando a 

densidade óssea em mulheres pós-menopausa (CONFORTI, GALLO; SARAVÍ, 2012), e 



  

melhorando a arquitetura óssea e reduzindo marcadores da atividade osteoclástica em ratas 

perimenopausa (PEREIRA et al., 2017). Contudo, em outros estudos, foi verificado efeito 

neutro do IP, tanto sobre o metabolismo ósseo em mulheres após a menopausa (DA VEIGA et 

al., 2018), como sobre parâmetros da microestrutura óssea e resistência óssea em ratos 

normais (BRUN et al., 2015).  

Assim, ainda não estão bem estabelecidos os efeitos do IP sobre o tecido ósseo, e são 

raros os estudos que avaliem seu impacto sobre células que compõem esse tecido, 

isoladamente. Em estudo recente, Brito et al. (2019) mostraram que o extrato da IP pode 

exibir potencial osteogênico em células tronco mesenquimais derivadas da medula óssea. 

Considerando a relevância de estratégias que visem estimular a formação óssea e aumentar a 

previsibilidade e sucesso da reabilitação com implantes osseointegráveis, é relevante o 

desenvolvimento de estudos que avaliem os efeitos do IP sobre o metabolismo das células 

formadoras deste tecido, os osteoblastos. A hipótese nula a ser testada neste estudo é de que o 

IP não interfira nos parâmetros de viabilidade, metabolismo celular e aquisição do fenótipo 

osteogênico em cultura de osteoblastos maduros. 



  

2 PROPOSIÇÃO 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do extrato da Ilex paraguariensis 

St. Hil (IP) sobre cultura de células osteoblásticas da linhagem UMR-106. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar os efeitos do extrato de IP sobre viabilidade celular e atividade mitocondrial de 

osteoblastos da linhagem UMR-106. 

-Determinar o potencial osteogênico do extrato de IP sobre osteoblastos da linhagem UMR-

106, por meio da avaliação da atividade de fosfatase alcalina e formação de matriz 

mineralizada. 



  

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para este trabalho, o fator em estudo foi o tratamento com diferentes concentrações do 

extrato liofilizado da erva Ilex paraguariensis St. Hil (IP). As variáveis de resposta foram a 

viabilidade celular, a atividade mitocondrial, a atividade de fosfatase alcalina e a formação de 

matriz mineralizada em osteoblastos da linhagem UMR-106 (Figura 1). 

Figura 1. Delineamento experimental. 

 

Fonte: Autor 

 



  

3.2 OBTENÇÃO DA CULTURA CELULAR 

 

Para este estudo, foi utilizada a linhagen celular imortalizada UMR-106, de 

osteoblastos de ratos (American Type Culture Collection, ATCC, Manassas, VA, EUA). As 

células osteoblásticas foram cultivadas em meio de expansão composto por meio essencial 

mínimo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Invitrogen) e solução 

de estreptomicina/penicilina a 100 µg/mL e 100 UI/mL, respectivamente (Gibco, Thermo 

Fisher Scientifc, Waltham, MA, EUA). As garrafas foram mantidas em ambiente umidificado 

a 37°C com 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Quando atingida subconfluência, as células 

foram removidas por tratamento com tripsina (5%, Gibco, Thermo Fisher Scientifc) e ácido 

etilenodiaminotetracético (solução de EDTA - 1 mM, Gibco / Thermo Fisher Scientifc), 

contadas e plaqueadas à 3.000 células/poço em placas de poliestireno de 96 poços (Corning 

Inc., Corning, New York, EUA). Para o cultivo celular, utilizou-se o meio de expansão 

suplementado adicionalmente com β-glicerofosfato 7 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA – 154804-51-0) e 50 µg/mL de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich – 50-81-7). As células 

foram deixadas aderir por 24 horas previamente à sua exposição ao composto em estudo.  

 

3.3 PREPARO DAS SOLUÇÕES E EXPOSIÇÃO DAS CULTURAS 

 

 Cápsulas contendo 500 mg de suplemento a base do extrato liofilizado da IP foram 

obtidas comercialmente (1,6% de ácido clorogênico e 5,72% de cafeína, Botica Vitale – 

Farmácia de Manipulação, Ribeirão Preto, SP, BR). O extrato liofilizado foi obtido a partir de 

procedimento convencional de extração por solvente em uma solução de etanol, obtendo um 



  

pó fino, de cor preta, aromático e com capacidade de absorção de água (certificado de análise 

disponível em Anexos). Para a obtenção das concentrações de trabalho, o extrato foi removido 

das cápsulas e diluído diretamente em meio de plaqueamento (DMEM; 10% de SFB, solução 

de estrepto/penincilina, β-glicerofosfato e ácido arcórbico) nas concentrações de 0 (Controle); 

3,9; 15,6; 62,5; e 250 μg/mL, sendo que a cada troca eram feitas novas diluições. As 

concentrações do extrato utilizadas neste estudo foram determinadas a partir de estudo piloto, 

disponibilizado no Apêndice. Decorrido período de 24 horas após o plaqueamento celular, 

100 µL de cada concentração foram distribuídos nos poços de placas de 96 poços (Corning 

Incorporated, Corning, NY, EUA), e os tempos experimentais foram determinados a partir da 

exposição ao extrato. O meio de cultura foi trocado a cada três dias, sendo realizadas novas 

diluições a cada troca. 

 

3.4 VIABILIDADE CELULAR 

 

No 2º dia de exposição ao extrato da IP, a viabilidade celular foi avaliada 

qualitativamente pelo kit comercial para determinação de viabilidade/citotoxicidade 

LIVE/DEAD® (Viability/Cytotoxicity, for mammalian cells, Molecular Probes Inc, Eugene, 

Oregon, EUA), seguindo as instruções do fabricante. As células viáveis foram marcadas com 

fluorescência verde, pela reação da calceína (C30H26N2O13) com esterases intracelulares, e as 

células mortas, marcadas por fluorescência vermelha, devido à ligação do homodímero-1 de 

etídio (EthD-1) a ácidos nucléicos. As imagens foram obtidas em microscópio invertido 

trilocular, por fluorescência direta (Led B-g-u-uv Trinocular, Digilab, Piracicaba, SP, BR). 

com câmera digital Nikon acoplada. 

 



  

3.5 ATIVIDADE MITOCONDRIAL 

 

Ao final do 2º e 5° dia de exposição ao extrato da IP, a atividade mitocondrial foi 

avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio]} (Sigma-Aldrich – 298-93-1), um sal de coloração amarelada que é reduzido 

por proteinases mitocondriais, presentes apenas em células viáveis (MOSMANN, 1983). 

Alíquotas de MTT a 5 mg/mL em solução salina tamponada (PBS) (Gibco) foram preparadas, 

diluídas em meio suplementado (concentração a 10%) e 200µL foram despejados em cada 

poço, seguido por incubação de 4 horas a 37°C. Após decorrido tempo, as culturas foram 

lavadas com 1 mL de PBS a 37ºC. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solução de 

isopropanol ácido (100 mL de isopropanol e 134 µL de HCl) em cada poço sob agitação por 5 

minutos, a fim de garantir uma completa solubilização do precipitado formado. Alíquotas de 

200 µL foram retiradas dos poços e transferidas para placa de 96 poços para medida 

colorimétrica em espectrofotômetro (570, nm, Epoch 2, BioTekInstruments Inc., Winooski, 

VT, EUA).  

 

3.6 ATIVIDADE DA ENZIMA FOSFATASE ALCALINA (ALP) IN SITU 

 

Após 3 dias de exposição, foi realizado ensaio para identificação da atividade de 

ALP in situ, por marcação pelo método Fast red (MAJORS et al., 1997). O meio de cultura 

foi removido e os poços, e as culturas lavadas com solução de Hank (Hank’s Balanced 

Salts, Sigma-Aldrich) aquecida a 37°C. Foi adicionado 1 mL/poço de solução tampão Tris 

(Sigma-Aldrich) a 120 mM com pH 8,4, contendo 1,8 mM de Fast red TR (Sigma-Aldrich), 

0,9 mM de naftol-ASMX-fosfato (Sigma-Aldrich) e 1:9 de dimetilformamida (Merck®). As 



  

placas foram mantidas por 30 minutos em atmosfera úmida contendo 5 % de CO2 e 95% de 

ar atmosférico. Após este período, a solução foi removida e os poços foram deixados secar à 

temperatura ambiente (≈ 25°C). Imagens macroscópicas dos poços foram obtidas com 

estereomicroscópio MZ6 (Leica, Wetzlar, Lahn-Dill, Alemanha), em aumento final de 8X, 

utilizando câmera DC300 F (Leica) de 1,3 Mega Pixel de resolução. 

 

3.7 FORMAÇÃO DE MATRIZ MINERALIZADA 

  

Em 7 dias, os poços de cultura foram lavados com solução Hanks, fixados em álcool 

etílico a 70% a 4 ºC por 60 minutos e lavados com PBS e água deionizada. Posteriormente, 

foram corados com vermelho de Alizarina a 2%, pH 4,2 à temperatura ambiente (TA) por 15 

minutos, novamente lavados com PBS e água deionizada e deixados secar. Imagens 

macroscópicas dos poços foram obtidas com estereomicroscópio MZ6 (Leica, Wetzlar, Lahn-

Dill, Alemanha), em aumento final de 8X, utilizando câmera DC300 F (Leica) de 1,3 Mega 

Pixel de resolução. A quantificação bioquímica da mineralização foi realizada por método 

colorimétrico de acordo com Gregory et al. (2004). Após a coloração com o vermelho de 

Alizarina, foram adicionados 360 μL de ácido acético a 10 % em cada poço, e a placa foi 

levada ao agitador por 30 min em TA. O conteúdo de cada poço foi transferido para tubos tipo 

eppendorf, e então aquecidos a 85 ºC por 10 min e, posteriormente, mantido no gelo por 5 

min. Os tubos foram centrifugados a 10.500 g, à 23°C, por 15 min. Em seguida, 100 μL do 

sobrenadante de cada tubo foram transferidos para um novo tubo. Então, 40 μL de hidróxido 

de amônia a 10 % foram adicionados em cada tubo para neutralizar o ácido, e todo o conteúdo 

(140 μL) foi transferido para uma placa de 96 poços. A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro (405 nm, Epoch 2).  



  

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Resultados representativos de uma duplicata biológica, com quintuplicata técnica 

(n=5), onde os dados quantitativos foram submetidos ao teste paramétrico ANOVA, seguido 

pelo pós-teste Tukey, quando apropriado. O nível de significância adotado foi de 5%. Dados 

apresentados em relação ao Controle. 



  

4  RESULTADOS 

 

4.1 EFEITOS DO EXTRATO DA IP SOBRE A VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADE 

MITOCONDRIAL DE OSTEOBLASTOS DA LINHAGEM UMR-106  

 

 A partir das imagens de epifluorescência de culturas marcadas com o kit live/dead no 

período de 48 horas, pôde-se observar células aderidas e espraiadas em todos os grupos 

experimentais, com predominância de células viáveis. Na comparação entre grupos, verificou-

se maior densidade celular nos campos microscópicos de culturas Controle e daquelas 

expostas a concentracões de até 62,5 µg/mL do IP, e redução da densidade celular em culturas 

tratadas com IP a 250 µg/mL (Figura 2). 



  

Figura 2. Aspectos microscópicos de culturas de osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 2 dias  na 

presença ou não (Controle) de diferentes concentrações do extrato da IP, após marcação pelo kit Live/Dead. Em 

verde, células viáveis e, em vermelho, as células mortas. Barra de escala = 200 µm.  

Fonte: Autor. 



  

Após dois dias de exposição, observaram-se maiores valores de atividade mitocondrial 

em culturas expostas a concentrações de 62,5 µg/mL em relação ao Controle e ao grupo 

exposto à 250 µg/mL do IP (ANOVA/TUKEY; p<0,05). Não foi observada significância 

estatística para as demais comparações (p>0,05; Figura 3). 

 

 

Figura 3. Valores de média e desvio padrão da atividade mitocondrial/viabilidade celular em culturas de 

osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 2 dias com diferentes concentrações do extrato da IP. Letras 

distintas indicam significância estatística (ANOVA/TUKEY; p<0,05). 

 

Fonte: Autor. 
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 Aos 5 dias de exposição, o ensaio colorimétrico MTT revelou valores similares de 

atividade mitocondrial entre culturas Controle e expostas a concentrações da IP de 3,9; 15,6 e 

62,5 µg/mL (ANOVA/TUKEY; p>0,05). Contudo, foram verificados valores estatisticamente 

inferiores para a concentração de 250 µg/mL em relação aos demais grupos, (p<0,05, Figura 

4). 

 

 

Figura 4. Valores de média e desvio padrão da atividade mitocondrial/viabilidade celular em culturas de 

osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 5 dias com diferentes concentrações do extrato da IP. Letras 

distintas indicam significância estatística (ANOVA/TUKEY; p<0,05). 

 

Fonte: Autor.
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4.2 POTENCIAL OSTEOGÊNICO DO EXTRATO DA IP SOBRE OSTEOBLASTOS DA 

LINHAGEM UMR-106 

 

 A partir da avaliação qualitativa da atividade de ALP por marcação por Fast red, 

verificou-se colônias positivas para atividade da enzima fosfatase alcalina em todos os grupos 

experimentais, uniformemente distribuídas por todo o substrato. Foram observados aspectos 

macroscópicos semelhantes entre os grupos Controle e aqueles tratadas com IP (Figura 5). 



  

 Figura 5. Aspectos macroscópicos de culturas de osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 3 dias na 

presença ou não (Controle) de diferentes concentrações do extrato da IP, após marcação por Fast Red. Em 

vermelho, colônias positivas para atividade de fosfatase alcalina. Barra de escala = 3 mm.  

Fonte: Autor. 



  

 

 Ao final de 7 dias, a coloração por vermelho de alizarina mostrou depósitos de cálcio 

em formações nodulares em todos os grupos experimentais, embora tenham sido observadas 

diferenças nos aspectos qualitativos da marcação entre os grupos avaliados. Na comparação 

entre grupos, áreas mais extensas da coloração por vermelho de alizarina foram observadas 

nos grupos Controle e tratados com IP até 15,6 µg/mL, notando uma discreta queda nas 

demais concentrações (Figura 6).  



  

Figura 6. Aspectos macroscópicos de culturas de osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 7 dias na 

presença ou não (Controle) de diferentes concentrações do extrato da IP, após marcação por vermelho de 

alizarina. Em vermelho, depósitos de cálcio, indicativos de formação de matriz mineralizada. Barra de escala = 3 

mm.  

Fonte: Autor. 



  

A avaliação quantitativa da formação de matriz mineralizada revelou valores similares 

entre culturas expostas ou não ao extrato da IP nas diferentes concentrações, apesar das 

diferenças numéricas observadas (ANOVA/TUKEY; p>0,05; Figura 7). 

 

 

Figura 7. Valores de média e desvio padrão da extração do vermelho de alizarina (formação de matriz 

mineralizada) em culturas de osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 7 dias com diferentes 

concentrações do extrato da IP. Letras distintas indicam significância estatística (ANOVA/TUKEY ;p<0,05). 

 

Fonte: Autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 O consumo do IP na forma de suplemento alimentar ou bebida tem aumentado em 

função dos relatos sobre seus benefícios para a saúde, reduzindo o risco ao desenvolvimento 

de patologias cuja etiologia envolva o estresse oxidativo (BRACESCO et al., 2011; MAO et 

al., 2017). Estudos têm demonstrado benefícios do IP no tecido ósseo por sua capacidade de 

modulação do estresse oxidativo (PEREIRA et al., 2017), com melhora na densidade mineral 

óssea em mulheres na pós-menopausa e de aceleração da cicatrização do alvéolo em ratos 

após a extração dentária (CONFORTI; GALLO; SARAVÍ, 2012; DA SILVA BRASILINO et 

al., 2018). Porém, seus efeitos isolados sobre células do tecido ósseo foram pouco explorados. 

De acordo com os resultados obtidos, a hipótese nula foi parcialmente descartada, já que, 

embora o IP não tenha interferido no potencial osteogênico das culturas em nenhuma das 

concentrações testadas, a maior concentração do extrato de IP exibiu efeito citotóxico, 

reduzindo a viabilidade e metabolismo celular. 

No presente estudo, para avaliar os efeitos do IP, utilizou-se células da linhagem 

UMR-106, que exibem fenótipo osteoblástico preservado, sendo capazes de formar uma 

matriz extracelular rica em colágeno do tipo I quando o ácido ascórbico é incluído no meio de 

cultura, de expressar proteínas matricelulares típicas de osteoblastos e de mineralizar a matriz 

(PARTRIDGE et al., 1983; FERRAZ et al., 2017). Esta linhagem, proveniente de 

osteossarcoma de rato, é classicamente utilizada na literatura para avaliação da resposta a 

diferentes compostos e biomateriais (TAM; SCHOTLAND; GREEN, 1998; CORTIZO et al., 

2000; FERRAZ et al., 2017), pois suas células compartilham muitas características 

fenotípicas dos osteoblastos, incluindo a capacidade de resposta a hormônios calciotrópicos e 

citocinas (TAM; SCHOTLAND; GREEN, 1998) , sendo considerada como um modelo para 

estudo de osteoblastos maduros (CORTIZO et al., 2000, CORTIZO et al., 2003). 



  

  Avaliando os efeitos do tratamento com diferentes concentrações da IP sobre 

osteoblastos da linhagem UMR-106, verificou-se, de modo geral, que nenhuma das 

concentrações utilizadas promoveu aumento da viabilidade ou da atividade mitocondrial sobre 

esta linhagem ao final de 5 dias. Além disso, a maior concentração, de 250 μg/mL, reduziu 

significativamente estes parâmetros, indicando que altas concentrações do extrato podem 

promover efeito citotóxico. Embora tenham mostrado inúmeros benefícios em função de suas 

propriedades antioxidantes, os polifenois também exibem potencial pró-oxidativo e citotóxico 

(MAO et al., 2017): por se tratar de moléculas instáveis, os polifenois também sofrem reações 

oxidativas que resultam na formação de EROs, como o H2O2 (HALLIWELL, 2008). Valores 

diferenciais de citotoxicidade do IP foram relatados na literatura, dependendo de sua 

concentração e do tipo celular utilizado (DE MEJÌA et al., 2010; FRANT; CZAJKA; 

PADUCH, 2012; GOSMANN et al., 2012). Os resultados de viabilidade e atividade 

mitocondrial observados no presente estudo estão em acordo com aqueles observados por 

Brito et al. (2019), que avaliando os efeitos do extrato da IP sobre células tronco 

mesenquimais da medula óssea também observaram potencial citotóxico do IP quando em 

elevada concentração (200 µg/mL), sendo que neste estudo, os autores estimaram IC50 

(concentração inibitória capaz de matar 50% da população celular) a partir de 160 µg/mL. 

O potencial osteogênico do IP poderia ocorrer em função da combinação de seus 

componentes: estudos anteriores mostraram que as sapominas exibem efeitos promotores 

osteogênicos em culturas de células indiferenciadas (JEONG et al., 2010; LI et al., 2011); o 

ácido clorogênico, um dos principais polifenóis presentes, demonstra uma melhora na 

qualidade óssea em estudos in vivo com ratas ovarectomizadas, além de melhorar a 

diferenciação osteoblástica por meio da via de sinalização Shp2/PI3K/Akt (ZHOU et al., 

2016); o alcalóide teobromina tem o caráter de aumentar a atividade da ALP, a produção de 

OPG e a mineralização das células-tronco mesenquimais da medula óssea humana primária 



  

(CLOUGH et al., 2017); o flavonóide kaempferol demonstrou ativar a via Wnt/β-catenina em 

pré osteoblastos da linhagem MC3T3-E1 (WANG; CHEN; ZHANG, 2019) e estimulou a 

diferenciação osteogênica, aumentando a atividade da ALP e colágeno 1, osteonectina e dos 

fatores de transcrição Runx2 e osterix,por meio da sinalização do receptor de estrogênio em 

culturas primárias de calvárias de ratos (GUO et al., 2012). Contudo, são escassos os estudos 

que avaliem especificamente os efeitos do IP sobre células ósseas. Em estudo recente, Brito et 

al. (2019) mostraram que células indiferenciadas da medula óssea expostas a baixas 

concentrações (10 e 20 µg/mL) exibiram um aumento na deposição de matriz óssea, e da 

expressão de genes que atuam na transcrição e proteínas relacionadas ao processo de 

diferenciação e mineralização osteoblástica. Nesse sentido, este estudo avaliou o potencial 

osteogênico do IP sobre osteoblastos maduros. 

 A atividade da enzima ALP é considerada um marcador precoce da diferenciação dos 

osteoblastos (ZERNIK; TWAROG; UPHOLT, 1990). Como a ALP é um produto da 

atividade dos osteoblastos, o aumento de sua atividade tem sido relacionado à formação óssea 

ativa. A atividade osteogênica de osteoblastos da linhagem UMR-106 expostos ao IP foi 

verificada por meio da atividade de ALP e do depósito de cálcio, utilizados como marcadores 

precoces e tardios da osteogênese, respectivamente. Na literatura, são escassos os estudos que 

avaliem os efeitos do IP sobre a atividade de ALP do tecido ósseo. Da Silva Brasilino et al. 

(2018), avaliando os efeitos da ingestão de com 20 mg/kg/dia da IP sobre a regeneração de 

alvéolos dentais após extração dentária em ratos, observaram aumento da atividade de ALP 

no plasma sanguíneo. Brito et al. (2019) demonstraram in vitro um discreto aumento na 

atividade dessa enzima em células tronco-mesenquimais tratadas com 10 μg/mL da IP. No 

presente estudo, a avaliação qualitativa da atividade da ALP in situ revelou aspectos 

macroscópicos similares da marcação por Fast red entre grupos tratados ou não com IP, não 



  

sendo evidente efeito estimulatório sobre a atividade de ALP em nenhuma das concentrações 

avaliadas.  

Em acordo com os achados de atividade de ALP, a marcação por vermelho de 

alizarina revelou aspectos quantitativos similares entre culturas controle e aquelas crescidas 

na presença de diferentes concentrações do IP. Esses resultados diferem daqueles reportados 

por Brito et al. (2019), que observaram efeito osteogênico do IP. Aspectos diferenciais da 

resposta de células em estágios distintos de diferenciação osteoblástica frente a um mesmo 

estímulo já foram descritos na literatura (CORTIZO et al., 2003; CROES et al., 2015) e 

poderiam relacionar-se aos achados do presente estudo, que utilizou modelo de osteoblastos 

maduros e não de células indiferenciadas. Além disso, efeito neutro do IP sobre o tecido ósseo 

também foi reportado por Brun et al. (2015) ao avaliarem parâmetros da estrutura e resistência 

óssea em ratos normais após consumo de IP por 90 dias, embora estes autores tenham 

observado que, em ratos submetidos à dieta pobre em cálcio, houve melhora no volume 

trabecular.  

A maior parte dos estudos sobre os efeitos positivos do IP sobre o tecido ósseo 

envolve condições de estresse ou quebra da homeostase desse tecido, em função de fatores 

locais (como estresse cirúrgico ou inflamação) (DA SILVA BRASILINO et al., 2018), ou 

sistêmicos (alterações hormonais, osteoporose e deficiências nutricionais) (CONFORTI; 

GALLO; SARAVÍ, 2012; PEREIRA et al., 2017; BRUN et al., 2015). Nesse sentido, 

considerando os resultados do presente estudo e dos dados da literatura, pode-se elaborar a 

hipótese de que os efeitos positivos do IP sobre o tecido ósseo sejam mais evidenciados 

quando exista desequilíbrio nesse tecido. No entanto, essa hipótese precisa ser investigada por 

meio de estudos que mimetizem condições que propiciem a quebra da homeostase óssea, 

como por exemplo, o cultivo de osteoblasto na presença de altas concentrações de EROs ou 

de mediadores inflamatórios, como aqueles liberados em função do estresse cirúrgico. 



  

Além disso, não se pode excluir que os benefícios do IP sobre o tecido ósseo possam 

envolver a modulação da diferenciação e função de osteoclastos, já que a redução de sua 

atividade favoreceria uma maior densidade e volume ósseo. De fato, já foi demonstrado 

potencial do IP em reduzir marcadores da atividade osteoclástica em ratas perimenopausa 

(PEREIRA et al., 2017), e o potencial do ácido clorogênico, polifenol mais abundante do IP, 

em inibir a diferenciação osteoclástica e reabsorção óssea (KWAK et al., 2013). Nesse 

sentido, os resultados deste estudo não podem ser considerados definitivos porque, embora o 

modelo de cultura celular permita a investigação dos efeitos do IP em osteoblastos sob 

condições controladas, ainda possui limitações. Todos os protocolos in vitro não são capazes 

reproduzir as complexas interações celulares e moleculares do ambiente in vivo. Assim, mais 

estudos são necessários para a compreensão dos IP sobre o tecido ósseo, focando em seus 

efeitos sobre a interação osteoblasto-osteoclasto, além de parâmetros relacionados à 

sobrevivência e atividade osteoclástica. 



  

6 CONCLUSÃO 

 

 Com base nos resultados deste estudo, conclui-se que, dentro das condições 

experimentais utilizadas:  

- O extrato do IP em concentrações de até 62,5 µg/mL suportam a viabilidade e atividade 

mitocondrial para níveis comparáveis aos do Controle em culturas da linhagem UMR-106. 

Contudo, concentrações altas (250 µg/mL) exibem efeito citotóxico.  

- O extrato do IP exibiu efeito neutro sobre o potencial osteogênico de culturas da linhagem 

UMR-106 nas concentrações avaliadas. 
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