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RESUMO

A utilizagdo de suplementos alimentares e a funcionalizacdo de biomateriais com compostos
naturais tém sido avaliadas como estratégias para a obtencdo de maior controle e
previsibilidade sobre o processo de osseointegracdo. Embora alguns estudos mostrem
beneficios da erva do cha mate (llex paraguariensis) em diferentes células e tecidos, seus
efeitos sobre o tecido 6sseo ainda ndo estdo bem estabelecidos. O objetivo do presente estudo
foi avaliar os efeitos do extrato de llex paraguariensis St. Hil (IP) sobre a viabilidade celular,
metabolismo e aquisi¢do do fenotipo osteogénico em cultura de células osteoblésticas. Para
iss0, osteoblastos da linhagem UMR-106 foram plaqueados a 3.000 células/poco em placas de
96 pocos, deixados aderir por 24 horas e entdo expostos ao extrato nas concentragdes de O
(Controle); 3,9; 15,6; 62,5 ou 250 pg/mL do IP em meio osteogénico. 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 marcacdo com
Fast red no dia 3, e a formacdo de matriz mineralizada por coloracdo com vermelho de
alizarina ao final de 7 dias. Os dados quantitativos foram submetidos ao teste ANOVA,
seguido de pods-teste de Tukey, quando apropriado (a=5%). A andlise qualitativa da
viabilidade celular mostrou predominancia de células viaveis em todos 0s grupos, embora
culturas expostas a 250 pg/mL do IP tenham exibido reducdo da quantidade de células. O
ensaio MTT revelou maior atividade mitocondrial em culturas expostas ao IP a 62,5 pg/mL
em relacdo apenas ao Controle e ao grupo exposto a 250 pg/mL (p<0,05). Aos 5 dias, valores
semelhantes de atividade mitocondrial foram observados entre os grupos Controle e aqueles
expostos a concentracdes de até 62,5 pg/mL do IP (p>0,05), e reducdo significativa desse
parametro no grupo 250 pg/mL (p<0,05). A andlise qualitativa da marcacdo por Fast red aos
3 dias revelou gue todos os grupos exibiram atividade de ALP. Ao final de 7 dias, menor
marcacdo para depdsitos de calcio foi observada em culturas crescidas na presenca de 250
pug/mL do IP, enquanto que aspectos macroscopicos semelhantes aos do Controle foram
observados nas demais concentragfes. Conclui-se que, dentro das condigOes experimentais
utilizadas, concentracdes de até 62,5 pg/mL do IP ndo exibiram citotoxicidade e permitiram a
aquisicdo do fendtipo osteogénico em osteoblastos da linhagem UMR-106 de forma similar
ao de culturas Controle, exibindo efeito neutro sobre a osteogénese.

Palavras-chave: Osteogénese. llex 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 (llex
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 llex 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 pug / 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 (a = 5%). The qualitative analysis of cell viability showed
a predominance of viable cells in all groups, although cultures exposed to 250 pug / mL of the
Pl have shown a reduction in the number of cells. The MTT assay revealed greater
mitochondrial activity in cultures exposed to IP at 62.5 pg / mL compared to the Control and
the group exposed to 250 pg / 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 pg / mL of the PI (p> 0.05), and a significant reduction of this parameter in the 250 ug
/ 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 ug / 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 pg / 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. llex paraguariensis.Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, o padrdo alimentar sofreu diversas mudancas, afetando
diretamente a qualidade dos alimentos ingeridos. Devido ao novo estilo de vida adotado, a
preferéncia por refeicOes rapidas e satisfatorias ao paladar, porém de menor apelo nutritivo,
tomou propor¢des mundiais (ABREU et al., 2001; FLANDRIN & MONTANARI, 1996;
FRANCA et al., 2012; PINHEIRO, 2001; SOUZA & HARDT, 2002; OLIVEIRA, 1997).
Associado a queda na qualidade alimentar, o envelhecimento populacional tem acarretado
transformacdes na incidéncia e prevaléncia de Doencas Crdnicas Ndo Transmissiveis (DCNT)
(Moreira et al., 2013), como a diabetes mellitus, doencas respiratorias e cardiovasculares,
cancer, obesidade e, inclusive, problemas 6sseos relacionados a reducdo 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 osseointegracéo,i.e.,
na unido estavel e funcional entre 0 0sso e uma superficie de titanio, entre eles, a presenca de
doencas sistémicas. Por exemplo, a osteoporose influencia negativamente o processo de
remodelacdo 6ssea, impedindo ou retardando a osseointegracdo (ALBREKTSSON, 1987),
além de estar relacionada ao aumento da reabsorcdo Gssea em usuarios de proéteses

convencionais (WOWERN, 2001).

Assim, em pacientes com distarbios sistémicos, a reabilitagdo oral com o uso de
implantes osteointegraveis constitui, ainda hoje, um grande desafio clinico (SCULLY;
HOBKIRK; D DIOS, 2007; JAVED; ROMANOS, 2009). As doencas crbénicas podem
apresentar um impacto significativo na taxa de sucesso de novos implantes, onde, por

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



apresentam condicfes 0sseas menos favoraveis, aumentando consideravelmente o risco de

perda implantar (MOMBELLI; CIONCA, 2006).

E bem estabelecido que as DCNTs podem ser agravadas pelo estresse oxidativo, que é
um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade de acdo 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 condigdes fisiologicas, EROs séo produzidos de forma controlada e atuam como
moléculas importantes de sinalizagdo celular, regulando a fungdo imunolégica, a inflamacéo,
a divisdo celular e a resposta ao estresse oxidativo (MA, 2013; KALLAPURA et al., 2014).
O acumulo massivo de EROs pode ser induzido por fatores como radiacdo, invasdo de
patdégenos, idade, doencas e estresse térmico (BLOKHINA et al., 2003, FINKEL;
HOLBROOK, 2000, IKEDA et al., 1999; BHATNAGAR, 1994). Se o sistema antioxidante
enddgeno for insuficiente para neutralizar completamente as EROs, o dano oxidativo a
macromoléculas pode ser observado (SCHINELLA et al., 2000). A oxidacdo de radicais livres
tem como principal conseqiiéncia o dano ao DNA (possivelmente também as
nucleoproteinas): acredita-se que as rupturas das fitas duplas sejam a leséo inicial podendo
gerar aberracGes aos cromossomos e as cromatides, posteriormente levando a instabilidade
gendmica com perda de informacgdes ou rearanjos cromossomais, que sdo eventos moleculares
fundamentais na etiologia de diversas patologias, incluindo disturbios neuroldgicos e cancer
(JACKSON; BARTEK, 2009; MCKINNON, 2009; SIES, 1986). O equilibrio entre auto-
renovacdo, proliferacdo e diferenciagdo de células-tronco progenitoras no sistema
hematopoiético depende da regulagdo dos niveis intracelulares de EROs. A incapacidade de
regular altos niveis de EROs leva & anomalias na proliferacdo, parada do crescimento e morte

celular (RICHARDSON; YAN; VESTAL, 2015). No tecido 6sseo, as EROs além induzirem a



morte celular, bloqueiam e reduzem a atividade dos osteoblastos e ostedcitos, reduzindo a
mineralizacdo e favorecendo o processo de osteoclastogénese (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 6sseo é mantida pelo equilibrio entre a atividade
de osteoblastos e osteoclastos, células responsaveis pelos processos de formacao e reabsor¢éo
Ossea, respectivamente. Esses processos podem ser modulados por fatores sistemicos, como
hormonios e condi¢des nutricionais, e fatores locais, como citocinas e mediadores locais
(KATCHBURIAN; ARANA, 2017). Tendo em vista que os alimentos ingeridos influenciam
0s processos moleculares das células do organismo humano, tém-se buscado a prevencao e a
promocdo de saude através de alimentos e compostos funcionais (LOPEZ-VARELA;
GONZALEZ-GROSS; MARCOS, 2002; JIMENEZ-GARCIA et al., 2013; RICORDI,

GARCIA-CONTRERAS; FARNETTI, 2015).

A utilizacdo de suplementos alimentares e a funcionalizacdo de biomateriais com
compostos naturais tém sido avaliadas como estratégias para a obtencdo de maior controle e
previsibilidade sobre o processo de regeneracdo 0ssea (CAZZOLA et al., 2018; DA SILVA
BRASILINO et al.,, 2018; BRITO et al.,, 2019). De acordo com a literatura, agentes
antioxidantes tém capacidade de favorecer o mecanismo de diferenciacdo osteoblastica e a
formacdo Ossea (BANFI; I0RIO; CORSI, 2008; FONTANI et al., 2015; JUN, 2008;
ROMAGNOLI et al., 2013), manter vitais os ostedcitos que atuam na manutencdo do 0sso e,
concomitantemente, reduzir a atividade e diferenciacdo osteoclastica, evitando queda na

densidade 6ssea (DOMAZETOVIC et al., 2017).

Os efeitos antioxidantes promovidos pelos compostos derivados de ervas naturais tém

despertado interesse, devido seu alto valor nutricional e papel na promo¢do da saide e



combate a doengas (SCHINELLA et al., 2000). Descrita por Auguste de Saint-Hilaire e
popularizada como “erva do cha mate”, a llex paraguariensis (IP) (LORENZI; MATOS,
2008) é muito consumida nos paises da América do Sul, produzida e comercializada
principalmente no Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina (BRACESCO et al., 2011). No
Brasil, o cultivo e colheita séo feitos pela extracdo diretamente da floresta natural ou por um
sistema misto, que consiste na combinagdo do crescimento natural das florestas associado a
préticas corretas de cultivo artificial (HECK; DE MEJIA, 2007). A planta pertence a familia
das Aquifoliaceae, de composi¢do quimica variavel, tendo como principais constituintes o0s
compostos fendlicos, xantinas, sapominas, além de grandes concentragdes dos derivados de
cafeoil, como o &cido clorogénico e o acido caféico. Encontra-se também a presenca de
flavonoides, como a rutina e a quercetina, aléem 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 infusdo de folhas secas e picadas da IP. Seu consumo é dado
principalmente por suas propriedades diuréticas, anti-inflamatorias e, principalmente, por suas
propriedades estimulantes suaves (SCHINELLA et al., 2000), porém, o interesse cientifico
pela erva-mate aumentou principalmente em funcdo de sua composicdo quimica, que inclui
moléculas responsaveis por inimeras atividades biologicas e farmacoldgicas conhecidas,
como a eliminacdo de radicais livres, reducdo na glicacdo e tratamento de doencas

inflamatdrias (JUNIOR; MORAND, 2016).

Os principais e mais estudados constituintes nesta planta sdo os compostos fendlicos,
responsaveis por sua atividade antioxidante. Polifendis sdo compostos com um ou mais
grupos hidroxila ligados a um anel benzeno (FRAGA et al., 2010), capazes de minimizar o
estresse oxidativo pela eliminacdo dos EROs e geracdo de radicais fendlicos mais estaveis
(SEVERINO et al., 2009). A concentracdo de polifendis no IP tem forte correlagdo com sua

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



que os niveis de polifenois do extrato da IP sdo superiores aos do cha verde e similares aos
dos vinhos tintos (GUGLIUCCI et al., 2009 a, b; BASTOS et al., 2007). O &cido clorogénico
presente no IP (BASTOS et al., 2007; HECK; DE MEJIA, 2007; MENINI et al., 2007; DE
MORAIS et al., 2009; FILIP; DAVICINO; ANESINI, 2010) € capaz de eliminar radicais
livres e metais, e modular positivamente a expressdo génica 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 eliminacdo 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 padrdes-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 beneficios a
salde: atua na regulacdo da adipogénese (ARCARI et al., 2013), exibe propriedades de
reducdo de peso e antiobesidade (ARCARI et al., 2009, 2011b; BORGES et al., 2013), efeito
antinflamatério (ARCARI et al, 2011; MOSIMANN; WILHELM-FILHO; DA SILVA, 2006;
MIRANDA et al., 2008; BERTE et al., 2011; BORGES et al., 2013), vasodilatador (STEIN et
al., 2005), melhora a hiperlipidemia, inibe a glicacdo, atua na salde cardiovascular, reduzindo
a progressdo da aterosclerose (BALZAN et al.,, 2013; GAO et al., 2013; LUNCEFORD;
GUGLIUCCI, 2005; MOSIMANN; WILHELM-FILHO; DA SILVA., 2006) e também

melhora a resisténcia a insulina (ARCARI et al., 2011).

Embora os efeitos da IP sobre o tecido 6sseo sejam alvo de investigagdes, os dados da
literatura sdo contraditérios. Estudos apontam que o consumo de IP pode apresentar
beneficios ao tecido dsseo, favorecendo a formacdo 6ssea durante a cicatrizacdo de alvéolos
de ratos apds extracdo dentaria (DA SILVA BRASILINO et al., 2018), aumentando a

densidade 6ssea em mulheres pés-menopausa (CONFORTI, GALLO; SARAVI, 2012), e



melhorando a arquitetura 6ssea e reduzindo marcadores da atividade osteoclastica em ratas
perimenopausa (PEREIRA et al., 2017). Contudo, em outros estudos, foi verificado efeito
neutro do IP, tanto sobre o metabolismo 6sseo em mulheres ap6s a menopausa (DA VEIGA et
al., 2018), como sobre parametros da microestrutura éssea e resisténcia 6ssea em ratos

normais (BRUN et al., 2015).

Assim, ainda ndo estdo bem estabelecidos os efeitos do IP sobre o tecido 6sseo, e sdo
raros os estudos que avaliem seu impacto sobre células que compdem esse tecido,
isoladamente. Em estudo recente, Brito et al. (2019) mostraram que o extrato da IP pode
exibir potencial osteogénico em células tronco mesenquimais derivadas da medula déssea.
Considerando a relevancia de estratégias que visem estimular a formacgdo dssea e aumentar a
previsibilidade e sucesso da reabilitacdo com implantes osseointegraveis, é relevante o
desenvolvimento de estudos que avaliem os efeitos do IP sobre o metabolismo das células
formadoras deste tecido, os osteoblastos. A hipotese nula a ser testada neste estudo é de que o
IP ndo interfira nos parametros de viabilidade, metabolismo celular e aquisicdo do fendétipo

osteogénico em cultura de osteoblastos maduros.



2 PROPOSICAO

21 OBJETIVO GERAL

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

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

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

osteoblastos da linhagem UMR-106.

-Determinar o potencial osteogénico do extrato de IP sobre osteoblastos da linhagem UMR-
106, por meio da avaliagdo da atividade de fosfatase alcalina e formacdo de matriz

mineralizada.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para este trabalho, o fator em estudo foi o tratamento com diferentes concentracfes do
extrato liofilizado da erva llex paraguariensis St. Hil (IP). As variaveis de resposta foram a
viabilidade celular, a atividade mitocondrial, a atividade de fosfatase alcalina e a formagéo de

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

Figura 1. Delineamento experimental.

Células Osteoblasticas
UMR-106 (ATCC®)

Concentragoes
llex paraguariensis (IP) St. Hil

(0 pg/mL) (3,9 ug/mL) (15,6 pg/mL) (62,5 pg/mL) (250 pg/mL)

|

Viabilidade Celular Atividade Mitocondrial Atividade Mitocondrial
2 dias (N=3) 2 dias (N=5) 5 dias (N=5)

Atividade da ALP Matriz Mineralizada
3 dias (N=3) 7 dias (N=5)

Fonte: Autor



3.2 OBTENCAO 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
celulas osteoblasticas foram cultivadas em meio de expansdo composto por meio essencial
minimo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Invitrogen) e solucéo
de estreptomicina/penicilina a 100 pg/mL e 100 Ul/mL, respectivamente (Gibco, Thermo
Fisher Scientifc, Waltham, MA, EUA). As garrafas foram mantidas em ambiente umidificado
a 37°C com 5% de CO; e 95% de ar atmosférico. Quando atingida subconfluéncia, as células
foram removidas por tratamento com tripsina (5%, Gibco, Thermo Fisher Scientifc) e acido
etilenodiaminotetracético (solucdo de EDTA - 1 mM, Gibco / Thermo Fisher Scientifc),
contadas e plaqueadas a 3.000 células/pogo em placas de poliestireno de 96 pogos (Corning
Inc., Corning, New York, EUA). Para o cultivo celular, utilizou-se 0 meio de expansdo
suplementado adicionalmente com B-glicerofosfato 7 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA — 154804-51-0) e 50 pg/mL de acido ascorbico (Sigma-Aldrich — 50-81-7). As células

foram deixadas aderir por 24 horas previamente a sua exposi¢do ao composto em estudo.

3.3 PREPARO DAS SOLUCOES E EXPOSICAO DAS CULTURAS

Cépsulas contendo 500 mg de suplemento a base do extrato liofilizado da IP foram
obtidas comercialmente (1,6% de &cido clorogénico e 5,72% de cafeina, Botica Vitale —
Farmécia de Manipulagdo, Ribeirdo Preto, SP, BR). O extrato liofilizado foi obtido a partir de

procedimento convencional de extragcdo por solvente em uma solucéo de etanol, obtendo um



po fino, de cor preta, aromético e com capacidade de absorcao de agua (certificado de analise
disponivel em Anexos). Para a obtencéo das concentracGes de trabalho, o extrato foi removido
das cépsulas e diluido diretamente em meio de plagueamento (DMEM; 10% de SFB, solucao
de estrepto/penincilina, B-glicerofosfato e &cido arcorbico) nas concentracdes de 0 (Controle);
3,9; 15,6; 62,5; e 250 pg/mL, sendo que a cada troca eram feitas novas diluicdes. AS
concentragdes do extrato utilizadas neste estudo foram determinadas a partir de estudo piloto,
disponibilizado no Apéndice. Decorrido periodo de 24 horas ap6s o plaqueamento celular,
100 pL de cada concentracdo foram distribuidos nos pogos de placas de 96 pocos (Corning
Incorporated, Corning, NY, EUA), e os tempos experimentais foram determinados a partir da
exposicdo ao extrato. O meio de cultura foi trocado a cada trés dias, sendo realizadas novas

diluicGes a cada troca.

34  VIABILIDADE CELULAR

No 2° dia de exposicdo ao extrato da IP, a viabilidade celular foi avaliada
qualitativamente pelo kit comercial para determinacdo de viabilidade/citotoxicidade
LIVE/DEAD® (Viability/Cytotoxicity, for mammalian cells, Molecular Probes Inc, Eugene,
Oregon, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. As células vidveis foram marcadas com
fluorescéncia verde, pela reagdo da calceina (CaoH26N2013) com esterases intracelulares, e as
células mortas, marcadas por fluorescéncia vermelha, devido a ligacdo do homodimero-1 de
etidio (EthD-1) a acidos nucléicos. As imagens foram obtidas em microscopio invertido
trilocular, por fluorescéncia direta (Led B-g-u-uv Trinocular, Digilab, Piracicaba, SP, BR).

com camera digital Nikon acoplada.



3.5 ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Ao final do 2° e 5° dia de exposicdo 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 coloracdo amarelada que é reduzido
por proteinases mitocondriais, presentes apenas em células viaveis (MOSMANN, 1983).
Aliquotas de MTT a 5 mg/mL em solucdo salina tamponada (PBS) (Gibco) foram preparadas,
diluidas em meio suplementado (concentracdo a 10%) e 200uL foram despejados em cada
poco, seguido por incubacdo de 4 horas a 37°C. Apos decorrido tempo, as culturas foram
lavadas com 1 mL de PBS a 37°C. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solugdo de
isopropanol acido (100 mL de isopropanol e 134 uL de HCI) em cada poc¢o sob agitacao por 5
minutos, a fim de garantir uma completa solubilizacdo do precipitado formado. Aliquotas de
200 pL foram retiradas dos pocos e transferidas para placa de 96 pocgos para medida
colorimétrica em espectrofotdmetro (570, nm, Epoch 2, BioTeklInstruments Inc., Winooski,

VT, EUA).

3.6 ATIVIDADE DA ENZIMA FOSFATASE ALCALINA (ALP) IN SITU

Apos 3 dias de exposicdo, foi realizado ensaio para identificacdo da atividade de
ALP in situ, por marcacdo pelo método Fast red (MAJORS et al., 1997). O meio de cultura
foi removido e o0s pocos, e as culturas lavadas com solugdo de Hank (Hank’s Balanced
Salts, Sigma-Aldrich) aquecida a 37°C. Foi adicionado 1 mL/poco de solu¢do tampé&o 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 imida contendo 5 % de CO2 e 95% de
ar atmosférico. Apos este periodo, a solucéo foi removida e os pogos foram deixados secar a
temperatura ambiente (= 25°C). Imagens macroscopicas dos pogos foram obtidas com
estereomicroscopio MZ6 (Leica, Wetzlar, Lahn-Dill, Alemanha), em aumento final de 8X,

utilizando camera DC300 F (Leica) de 1,3 Mega Pixel de resolugéo.

3.7 FORMACAO DE MATRIZ MINERALIZADA

Em 7 dias, os pogos de cultura foram lavados com solu¢do Hanks, fixados em &lcool
etilico a 70% a 4 °C por 60 minutos e lavados com PBS e 4gua deionizada. Posteriormente,
foram corados com vermelho de Alizarina a 2%, pH 4,2 a temperatura ambiente (TA) por 15
minutos, novamente lavados com PBS e agua deionizada e deixados secar. Imagens
macroscopicas dos pogos foram obtidas com estereomicroscopio MZ6 (Leica, Wetzlar, Lahn-
Dill, Alemanha), em aumento final de 8X, utilizando cdmera DC300 F (Leica) de 1,3 Mega
Pixel de resolucdo. A quantificacdo bioguimica da mineralizacdo foi realizada por método
colorimétrico de acordo com Gregory et al. (2004). Apds a coloragdo com o vermelho de
Alizarina, foram adicionados 360 pL de 4cido acético a 10 % em cada poco, e a placa foi
levada ao agitador por 30 min em TA. O contetdo de cada poco foi transferido para tubos tipo
eppendorf, e entdo aquecidos a 85 °C por 10 min e, posteriormente, mantido no gelo por 5
min. Os tubos foram centrifugados a 10.500 g, a 23°C, por 15 min. Em seguida, 100 uL do
sobrenadante de cada tubo foram transferidos para um novo tubo. Entdo, 40 pL de hidréxido
de amonia a 10 % foram adicionados em cada tubo para neutralizar o acido, e todo o contetdo
(140 pL) foi transferido para uma placa de 96 pocos. A absorbancia foi medida em

espectrofotémetro (405 nm, Epoch 2).



3.8 ANALISE ESTATISTICA

Resultados representativos de uma duplicata biolégica, com quintuplicata técnica
(n=5), onde os dados quantitativos foram submetidos ao teste paramétrico ANOVA, seguido
pelo pos-teste Tukey, quando apropriado. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Dados

apresentados em relagéo 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 epifluorescéncia de culturas marcadas com o kit live/dead no
periodo de 48 horas, p6de-se observar células aderidas e espraiadas em todos 0s grupos
experimentais, com predominancia de células viaveis. Na comparacéo entre grupos, verificou-
se maior densidade celular nos campos microscopicos de culturas Controle e daquelas
expostas a concentracOes de até 62,5 pg/mL do IP, e reducdo da densidade celular em culturas

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



Figura 2. Aspectos microscopicos de culturas de osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 2 dias na
presenca ou nao (Controle) de diferentes concentrages do extrato da IP, apds marcacao pelo kit Live/Dead. Em

verde, células vidveis e, em vermelho, as células mortas. Barra de escala = 200 pum.

250 pg/mL

Fonte: Autor.



Ap0s dois dias de exposi¢do, observaram-se maiores valores de atividade mitocondrial
em culturas expostas a concentraces de 62,5 pg/mL em relagdo ao Controle e ao grupo
exposto & 250 pg/mL do IP (ANOVA/TUKEY; p<0,05). Nao foi observada significancia

estatistica para as demais comparages (p>0,05; Figura 3).

Figura 3. Valores de média e desvio padrdo da atividade mitocondrial/viabilidade celular em culturas de
osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 2 dias com diferentes concentracdes do extrato da IP. Letras

distintas indicam significancia estatistica (ANOVA/TUKEY; p<0,05).

Atividade mitocondrial - dia 2
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0

Controle 39ug/mL  156ug/mL  62,5ug/mL 250 pug/mL

Concentragoes do extrato de Illex paraguariensis no meio de cultura

% relativa ao Controle

Fonte: Autor.



Aos 5 dias de exposigdo, o ensaio colorimétrico MTT revelou valores similares de
atividade mitocondrial entre culturas Controle e expostas a concentragdes da IP de 3,9; 15,6 e
62,5 pg/mL (ANOVA/TUKEY; p>0,05). Contudo, foram verificados valores estatisticamente
inferiores para a concentracdo de 250 pg/mL em relacdo aos demais grupos, (p<0,05, Figura

4).

Figura 4. Valores de média e desvio padrdo da atividade mitocondrial/viabilidade celular em culturas de
osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 5 dias com diferentes concentracfes do extrato da IP. Letras

distintas indicam significancia estatistica (ANOVA/TUKEY; p<0,05).
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Fonte: Autor.



4.2 POTENCIAL OSTEOGENICO DO EXTRATO DA IP SOBRE OSTEOBLASTOS DA

LINHAGEM UMR-106

A partir da avaliagdo qualitativa da atividade de ALP por marcagdo por Fast red,
verificou-se col6nias positivas para atividade da enzima fosfatase alcalina em todos os grupos
experimentais, uniformemente distribuidas por todo o substrato. Foram observados aspectos

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



Figura 5. Aspectos macroscépicos de culturas de osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 3 dias na
presenca ou nao (Controle) de diferentes concentragdes do extrato da IP, ap6s marcagdo por Fast Red. Em

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

Controle

Fonte: Autor.



Ao final de 7 dias, a coloracdo por vermelho de alizarina mostrou depdsitos de calcio
em formacdes nodulares em todos 0s grupos experimentais, embora tenham sido observadas
diferencas nos aspectos qualitativos da marcacdo entre 0s grupos avaliados. Na comparagéo
entre grupos, areas mais extensas da coloracdo por vermelho de alizarina foram observadas
nos grupos Controle e tratados com IP até 15,6 pg/mL, notando uma discreta queda nas

demais concentracdes (Figura 6).



Figura 6. Aspectos macroscopicos de culturas de osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 7 dias na
presenca ou nao (Controle) de diferentes concentragdes do extrato da IP, apds marcacdo por vermelho de

alizarina. Em vermelho, depdsitos de célcio, indicativos de formagéo de matriz mineralizada. Barra de escala = 3

mm.

Controle

Fonte: Autor.



A avaliagdo quantitativa da formacgdo de matriz mineralizada revelou valores similares
entre culturas expostas ou ndo ao extrato da IP nas diferentes concentracfes, apesar das

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

Figura 7. Valores de média e desvio padrdo da extracdo do vermelho de alizarina (formacdo de matriz
mineralizada) em culturas de osteoblastos da linhagem UMR-106 cultivados por 7 dias com diferentes

concentragdes do extrato da IP. Letras distintas indicam significancia estatistica (ANOVA/TUKEY ;p<0,05).
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Fonte: Autor.



5 DISCUSSAO

O consumo do IP na forma de suplemento alimentar ou bebida tem aumentado em
funcdo dos relatos sobre seus beneficios para a satde, reduzindo o risco ao desenvolvimento
de patologias cuja etiologia envolva o estresse oxidativo (BRACESCO et al., 2011; MAO et
al., 2017). Estudos tém demonstrado beneficios do IP no tecido 6sseo por sua capacidade de
modulacgéo do estresse oxidativo (PEREIRA et al., 2017), com melhora na densidade mineral
6ssea em mulheres na p6s-menopausa e de aceleracdo da cicatrizacdo do alvéolo em ratos
apos a extracdo dentaria (CONFORTI; GALLO; SARAVI, 2012; DA SILVA BRASILINO et
al., 2018). Porém, seus efeitos isolados sobre células do tecido 6sseo foram pouco explorados.
De acordo com os resultados obtidos, a hip6tese nula foi parcialmente descartada, ja que,
embora o IP ndo tenha interferido no potencial osteogénico das culturas em nenhuma das
concentragOes testadas, a maior concentracdo do extrato de IP exibiu efeito citotoxico,
reduzindo a viabilidade e metabolismo celular.

No presente estudo, para avaliar os efeitos do IP, utilizou-se células da linhagem
UMR-106, que exibem fenotipo osteoblastico preservado, sendo capazes de formar uma
matriz extracelular rica em colageno do tipo I quando o &cido ascérbico € incluido no meio de
cultura, de expressar proteinas matricelulares tipicas 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 avaliagdo da resposta a
diferentes compostos e biomateriais (TAM; SCHOTLAND; GREEN, 1998; CORTIZO et al.,
2000; FERRAZ et al., 2017), pois suas células compartilham muitas caracteristicas
fenotipicas dos osteoblastos, incluindo a capacidade de resposta a hormdnios calciotrépicos 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 concentragcbes da IP sobre
osteoblastos da linhagem UMR-106, verificou-se, de modo geral, que nenhuma das
concentrages utilizadas promoveu aumento da viabilidade ou da atividade mitocondrial sobre
esta linhagem ao final de 5 dias. Além disso, a maior concentragdo, de 250 pg/mL, reduziu
significativamente estes parametros, indicando que altas concentragcbes do extrato podem
promover efeito citotoxico. Embora tenham mostrado indmeros beneficios em fungéo de suas
propriedades antioxidantes, os polifenois também exibem potencial pré-oxidativo e citotdxico
(MAO et al., 2017): por se tratar de moléculas instaveis, os polifenois também sofrem reacdes
oxidativas que resultam na formacéo de EROs, como o H2O> (HALLIWELL, 2008). Valores
diferenciais de citotoxicidade do IP foram relatados na literatura, dependendo de sua
concentragdo e do tipo celular utilizado (DE MEJIA et al., 2010; FRANT; CZAJKA,;
PADUCH, 2012; GOSMANN et al., 2012). Os resultados de viabilidade e atividade
mitocondrial observados no presente estudo estdo em acordo com aqueles observados por
Brito et al. (2019), que avaliando os efeitos do extrato da IP sobre células tronco
mesenguimais da medula 6ssea também observaram potencial citotoxico do IP quando em
elevada concentracdo (200 pg/mL), sendo que neste estudo, os autores estimaram 1C50

(concentracéo inibitdria capaz de matar 50% da populacéo celular) a partir de 160 pg/mL.

O potencial osteogénico do IP poderia ocorrer em funcdo da combinacdo de seus
componentes: estudos anteriores mostraram que as sapominas exibem efeitos promotores
osteogénicos em culturas de células indiferenciadas (JEONG et al., 2010; LI et al., 2011); o
acido clorogénico, um dos principais polifendis presentes, demonstra uma melhora na
gualidade Ossea em estudos in vivo com ratas ovarectomizadas, além de melhorar a
diferenciacdo osteoblastica por meio da via de sinalizacdo Shp2/PI3K/Akt (ZHOU et al.,
2016); o alcaloide teobromina tem o carater de aumentar a atividade da ALP, a producéo de

OPG e a mineralizacdo das células-tronco mesenquimais da medula 6ssea humana primaria



(CLOUGH et al., 2017); o flavonéide kaempferol demonstrou ativar a via Wnt/B-catenina em
pré osteoblastos da linhagem MC3T3-E1 (WANG; CHEN; ZHANG, 2019) e estimulou a
diferenciacdo osteogénica, aumentando a atividade da ALP e colageno 1, osteonectina e dos
fatores de transcricdo Runx2 e osterix,por meio da sinalizacdo do receptor de estrogénio em
culturas primérias de calvarias de ratos (GUO et al., 2012). Contudo, séo escassos 0s estudos
que avaliem especificamente os efeitos do IP sobre células 6sseas. Em estudo recente, Brito et
al. (2019) mostraram que células indiferenciadas da medula dssea expostas a baixas
concentracfes (10 e 20 pg/mL) exibiram um aumento na deposi¢do de matriz 6ssea, e da
expressdo de genes que atuam na transcricdo e proteinas relacionadas ao processo de
diferenciacdo e mineralizacdo osteoblastica. Nesse sentido, este estudo avaliou o potencial

osteogénico do IP sobre osteoblastos maduros.

A atividade da enzima ALP é considerada um marcador precoce da diferencia¢do dos
osteoblastos (ZERNIK; TWAROG; UPHOLT, 1990). Como a ALP é um produto da
atividade dos osteoblastos, o0 aumento de sua atividade tem sido relacionado a formacgéo 6ssea
ativa. A atividade osteogénica de osteoblastos da linhagem UMR-106 expostos ao IP foi
verificada por meio da atividade de ALP e do deposito de calcio, utilizados como marcadores
precoces e tardios da osteogénese, respectivamente. Na literatura, sdo escassos 0s estudos que
avaliem os efeitos do IP sobre a atividade de ALP do tecido 6sseo. Da Silva Brasilino et al.
(2018), avaliando os efeitos da ingestdo de com 20 mg/kg/dia da IP sobre a regeneracdo de
alvéolos dentais apds extragdo dentaria em ratos, observaram aumento da atividade de ALP
no plasma sanguineo. Brito et al. (2019) demonstraram in vitro um discreto aumento na
atividade dessa enzima em células tronco-mesenquimais tratadas com 10 pg/mL da IP. No
presente estudo, a avaliagdo qualitativa da atividade da ALP in situ revelou aspectos

macroscopicos similares da marcacdo por Fast red entre grupos tratados ou ndo com IP, ndo



sendo evidente efeito estimulatorio sobre a atividade de ALP em nenhuma das concentracfes

avaliadas.

Em acordo com os achados de atividade de ALP, a marcacdo por vermelho de
alizarina revelou aspectos quantitativos similares entre culturas controle e aquelas crescidas
na presenca de diferentes concentracGes do IP. Esses resultados diferem daqueles reportados
por Brito et al. (2019), que observaram efeito osteogénico do IP. Aspectos diferenciais da
resposta de células em estagios distintos de diferenciacdo osteobléstica frente a um mesmo
estimulo ja 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 ndo de células indiferenciadas. Além disso, efeito neutro do IP sobre o tecido 6sseo
também foi reportado por Brun et al. (2015) ao avaliarem parametros da estrutura e resisténcia
Ossea em ratos normais ap6s consumo de IP por 90 dias, embora estes autores tenham
observado que, em ratos submetidos a dieta pobre em célcio, houve melhora no volume

trabecular.

A maior parte dos estudos sobre os efeitos positivos do IP sobre o tecido 0sseo
envolve condicBes de estresse ou quebra da homeostase desse tecido, em funcdo de fatores
locais (como estresse cirurgico ou inflamacdo) (DA SILVA BRASILINO et al., 2018), ou
sistémicos (alteracBes hormonais, osteoporose e deficiéncias nutricionais) (CONFORTI,
GALLO; SARAVI, 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
hipdtese de que os efeitos positivos do IP sobre o tecido 6sseo sejam mais evidenciados
guando exista desequilibrio nesse tecido. No entanto, essa hipbtese precisa ser investigada por
meio de estudos que mimetizem condi¢Bes que propiciem a quebra da homeostase 0ssea,
como por exemplo, o cultivo de osteoblasto na presencga de altas concentrac6es de EROs ou

de mediadores inflamatdrios, como aqueles liberados em fungédo do estresse cirdrgico.



Além disso, ndo se pode excluir que os beneficios do IP sobre o tecido 6sseo possam
envolver a modulagdo da diferenciacdo e funcdo de osteoclastos, ja que a redugdo de sua
atividade favoreceria uma maior densidade e volume 6sseo. De fato, ja foi demonstrado
potencial do IP em reduzir marcadores da atividade osteoclastica em ratas perimenopausa
(PEREIRA et al., 2017), e o potencial do acido clorogénico, polifenol mais abundante do IP,
em inibir a diferenciagdo osteoclastica e reabsor¢do Ossea (KWAK et al., 2013). Nesse
sentido, os resultados deste estudo ndo podem ser considerados definitivos porque, embora o
modelo de cultura celular permita a investigacdo dos efeitos do IP em osteoblastos sob
condigdes controladas, ainda possui limitagcdes. Todos os protocolos in vitro ndo sdo capazes
reproduzir as complexas interagdes celulares e moleculares do ambiente in vivo. Assim, mais
estudos sdo necessarios para a compreensdo dos IP sobre o tecido 6sseo, focando em seus
efeitos sobre a interacdo osteoblasto-osteoclasto, além de pardmetros relacionados a

sobrevivéncia e atividade osteoclastica.



6 CONCLUSAO

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

experimentais utilizadas:

- O extrato do IP em concentracBes de até 62,5 pg/mL suportam a viabilidade e atividade
mitocondrial para niveis comparéveis aos do Controle em culturas da linhagem UMR-106.

Contudo, concentrages altas (250 pg/mL) exibem efeito citotoxico.

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

UMR-106 nas concentracGes avaliadas.
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Palavras chave: llex paraguariensis. Citotoxicidade. Diferenciacéo celular. Osteoblastos.

INTRODUGCAO

A llex paraguariensis, popularmente conhecida como erva mate', € uma bebida nutritiva muito consumida nos paises da América do Sul, produzida e
comercializada principalmente no Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina. No final do século passado, os primeiros trabalhos que demonstram a atividade
antioxidante do cha mate in vitro e in vivo foram publicados®*. Estudos realizados posteriormente demonstraram a capacidade antioxidante equivalente ou
superior as das vitaminas C e E, consideradas padroes ouro para essa propriedade®®. Contudo, seus efeitos sobre o tecido 6sseo ndo sao conhecidos.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da llex paraguariensis sobre a viabilidade celular e a formagdo de matriz mineralizada em osteoblastos.

MATERIAL E METODOS

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL OBTENCAO DAS CELULAS VIABILIDADE CELULAR
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CONCLUSAO

Conclui-se que concentragdes do llex paraguariensis até 15 pg/mL suportam a viabilidade celular e o desenvolvimento do fenétipo osteogénico in vitro.
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ANEXOS

ANEXO A - CERTIFICADO DE ANALISE DO llex paraguariensis

CERTIFICADO DE ANALISE

9 %

1

v

Insumo: llex Paraguariensis Ext.Seco Data de Analise: | 23-08-2017
Lote Interno: 17H15-B025-022325 Lote Fabricante: 057155
Data de Fabricag@o: | 01-05-2017 Data de Validade: 01-05-2019
Origem: Brasil Procedéncia: Brasil
Condigoes de . Ordem de
Armazenamento: Temperatura Ambiante Fracionamento: | s -
DCB: - DCl: - )
CAS: [- Peso Molecular: e
Férmula Molecular: | -
Familia Aquifolaceae |
Observagoes 1: Nome Comum llex Paraguariensis \
| Solvente/Excipiente | Etanol/Amido |
Observacgoes 2: | Parte Utilizada: | Folhas | Nome Cientifico: llex paraguariensis
.~ Testes Especificagdes Resultados | Unidade | Referéncias
Descricao * Pé fino e higroscopico, preto, com odor aromatico Conforme | Fabricante
- | 1
pH (Solugdo 10% em | )
agua) * 45a 65 5,50 Fabricante
?erda por dessecagao <= 5,0 (105°C/Peso constante) 1,74 % Fabricante
Cinzas totais * <=5,0 1,93 % Fabricante
[

Cinzas insollveis em | .
acidos® <=1,0 0,09 | % Fabricante
N \

Densidade aparente * | 0,450 - 0,990 i 0,573 g/mL Fabricante
Doseamento * | 3,0 2 10,0 de Cafeina | 5,72 % Fabricante
s e ! _ |
| 0,1-3,0 de Ac. Gafeoilquini A
> ,1-3, A quinico calculado como Ac. 3
Doseamento | Clorogénico ; 1,60 j % Fabricante
- . | Praticamente insolivel em &gua fria, etanol e [ [ ;
Solubilidade | demais solventes organicos | Conforme Fabricante
| [ 1 T
F hoimentos; Estranhios: Ausentes | Ausentes Fabricante
Metais pesados * <=10 <10 ppm Fabricante
Testes [
Microbiolégicos
Contagem Total de .
Ba ctégas ¥ <= 10000 <1000 UFC/g Fabricante
Fungos e leveduras * | <= 1000 <10 UFC/g Fabricante
Salmonella sp * Ausente Ausente Fabricante
Escherichia coli Ausente Ausente Fabricante
kSVtaphylococcus o )
aureus * Ausente Ausente Fabricante
Pseudomonas :
aeruginosas * Ausente Ausente | Fabricante

428

P
[ 4

-
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CERTIFICADO DE ANALISE

Insumo: | llex Paraguariensis Ext.Seco Data de Analise: 23-08-2017

Lote Interno: 17H15-B025-022325 Lote Fabricante: 057155

Data de Fabricaca 01-05-2017 Data de Validade: 01-05-2019

Origem: Brasil Procedéncia: Brasil

Condigoes de . Ordem de

Armazenamento: | Temf)eratur? Ambiente Fracionamento: NE232R -

DCB: [- DCI: - - -
CAS: - Peso Molecular: -

_Formula Molecular: | -

Aquifolaceae

Familia
Observacgoes 1: Nome Comum llex Paraguariensis
Solvente/Excipiente | Etanol/Amido |
Observacoes 2: Parte Utilizada: Folhas | Nome Cientifico: llex paraguariensis

* Resultados obtidos em

nol

foram transcritos conforme certificado de anélise do fabricante.

Concluséo:
Aprovado
Reprovado

,
i

Responsavel Técnico Substituto
Olivia Neiva Mesquita Mendes
CRF-GO N2 5227

X)
()

Responsavel Técnico
Jo&c Paulo Sartin Mendes
CRF-GO N2 7355
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