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RESUMO

A osteoporose € caracterizada por uma reducdo da massa e alteracdo da
microarquitetura 0ssea, resultando em fraturas. Estudos apontam o estresse oxidativo
como fator coadjuvante no aparecimento e desenvolvimento da osteoporose pds-
menopausa. O licopeno, carotenoide responsavel pela pigmentacdo vermelha de alguns
alimentos, é um potente antioxidante que combate os efeitos deletérios das espécies
reativas de oxigénio (EROs) que geram o estresse oxidativo. Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar in vitro o potencial do licopeno na atividade funcional das
células osteoblasticas de ratas ovariectomizadas e in vivo a associacdo do scaffold de
PLLA/licopeno em defeitos 0sseos criticos. Foram utilizadas ratas Wistar Hannover
divididas em grupos sham (controle) e ovariectomizado (OVX). Ap6s 60 dias da
ovariectomia, foram criados defeitos criticos de 5mm de didmetro na calvaria para a
aplicacdo do scaffold de PLLA associado ou ndo ao licopeno. Apo6s 30 dias, as ratas
foram eutanasiadas para analise histologica da neoformacdo éssea e integracdo com o
scaffold na regido de calvaria. Para 0os experimentos in vitro, os fragmentos &sseos
provenientes dos defeitos das calvarias foram processados para isolamento de células
osteoblasticas e cultivadas em meio osteogénico estabelecendo os seguintes grupos:
Sham, Sham+10ug/mL licopeno (Shampi), Sham+30ug/mL licopeno (Shampso),
ovariectomizado (OVX), OVX+10ug/mL licopeno (OVXr1) e OVX+30ug/mL
(OVXy30). Os parametros avaliados foram: proliferacdo celular (MTT), deteccdo in situ
de fosfatase alcalina, formacao de matriz mineralizada e expressdo génica quantitativa
dos genes fosfatase alcalina (Alp), osteocalcina (Bglap), osteopontina (Sppl) e fator de
transcricdo relacionado ao gene runt 2 (Runx2). Os dados quantitativos foram
submetidos a testes estatisticos para significancia de p<0.05. A analise histoldgica
qualitativa da regido dos defeitos mostrou neoformacdo déssea em todos 0s grupos,
sendo similar entre os grupos OVX com scaffold PLLA/lic e grupos sham, com
integracdo osso/scaffold sem a presenca de capsula fibrosa. Os resultados in vitro
demonstraram que a presenca do licopeno diminuiu a proliferagdo celular nos grupos
Sham e nos grupos OV X apds 7, 10 e 14 dias em ambas as concentracdes. A detecgdo in
situ de ALP foi similar nos grupos Sham e menor aos 7 e 10 dias nos grupos
ovariectomizados com a adicdo das duas concentragfes de licopeno. O licopeno
aumentou a mineralizacdo no grupo Sham apds 17 dias, enquanto que aos 17 e 21 dias
houve maior formagcdo de nddulos no grupo OVX sem licopeno. A expressdo

quantitativa dos genes Alp, Runx2, Bglap e Opn foi similar entre os grupos Sham e



OVX sem licopeno, enquanto que a sua adi¢do induziu significativamente a expressao
dos genes Alp, Runx2 e Bglap nos grupos Sham. Os resultados sugerem que o licopeno
pode ser associado a scaffold de PLLA para auxiliar a neoformagéo dssea e influenciar a
atividade funcional de células osteoblasticas independente da presenca do modelo

experimental de osteoporose.

PALAVRAS -CHAVE: Licopeno, osteoporose, scaffold, PLLA



ABSTRACT

Osteoporosis is characterized by a reduction in bone mass and fragile bone
microarchitecture, leading to fractures. Studies indicate oxidative stress as a coadjuvant
factor in the development of postmenopausal osteoporosis. Lycopene is a carotenoid
responsible for the red pigmentation of fruits and vegetables and a potent antioxidant
that might diminish the deleterious effects of oxygen-reactive species (ROS) that
generate oxidative stress. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
potential of lycopene to stimulate the functional activity of calvaria osteoblastic cells of
ovariectomized rats as well as assess the association of a PLLA/lycopene scaffold in
critical bone defects. Wistar Hannover female rats were divided into sham and
ovariectomized groups and after 60 days of ovariectomy, critical defects were created in
the calvaria followed by the application of the PLLA scaffold with or without lycopene.
After 30 days, the rats were euthanized to collect the calvaria for qualitative histological
analysis. Bone fragments of calvaria defects were processed to isolate osteoblastic cells
cultured in osteogenic medium and divided in the following groups: Sham,
Sham+10mg/mL  lycopene (Sham10), Sham+30mg/mL lycopene (Sham30),
ovariectomized (OVX), OVX+10mg/mL lycopene (OVX10) e OVX+30mg/mL
(OVX30). There were evaluated cell proliferation (MTT), in situ detection of alkaline
phosphatase (ALP), mineralized matrix formation, and quantitative expression of Alp,
osteocalcin (Bglap), osteopontin (Sppl), and Runt-related transcription factor 2 (Runx2)
genes. Quantitative data were submitted to statistical tests set for p<0,05. Histological
analysis of bone defects showed bone neoformation in all groups, especially in sham
groups and OVX associated with PLLA/lic scaffold, bone/scaffold integration. The
presence of lycopene decreased cell proliferation in the Sham and OV X groups after 7,
10, and 14 days at both concentrations. The in situ detection of ALP was similar in the
Sham group and lower at 7 and 10 days in the ovariectomized groups with the addition
of both concentrations of lycopene. Lycopene increased mineralization in the Sham
group after 17 days, while at 17 and 21 days there was greater nodule formation in the
OVX group without lycopene. The quantitative expression of genes Alp, Runx2, Bglap,
and Opn was similar between the Sham and OV X groups without lycopene, whereas its
addition significantly induced the expression of the Alp, Runx2, and Bglap genes in the
Sham groups. The results suggest that lycopene can be associated with PPLA scaffolds
to help bone repair and may influence the functional activity of osteoblastic cells
regardless of the presence of the experimental model of osteoporosis.



Keywords: Lycopene, osteoporosis, scaffold, PLLA.



1. INTRODUCAO

A osteoporose é uma patologia metabolica caracterizada pela deterioracdo da
microarquitetura do tecido 6sseo e diminuicdo da densidade mineral 6ssea (DMO).
Essas caracteristicas promovem a fragilidade deste tecido, aumentando o risco a fraturas
(Prentice et al., 2003). Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento da
osteoporose, como a idade, 0 sexo e a origem étnica (Kuo et al., 2017). Estima-se que
mais de 200 milhdes de pessoas sofram de osteoporose em todo o mundo. No cenario
atual, aproximadamente 30% das mulheres na p6s-menopausa na Europa e nos Estados
Unidos sdo afetadas pela osteoporose (Szulc et al., 2011). Presume-se que havera um
aumento de 32% na incidéncia de osteoporose em adultos mais velhos com idade
superior aos 50 anos até 2030 (Wright et al., 2014). A osteoporose pode ser classificada
em duas categorias: osteoporose primaria e osteoporose secundaria (Duque et al., 2008).
Segundo Sipos et al. (2008), a osteoporose priméaria pode ser subclassificada em
osteoporose pés-menopausa (tipo 1) e osteoporose senil (tipo 2). A osteoporose pos-
menopausa € causada pela deficiéncia de hormonios estrogénicos em mulheres apés a
menopausa, enquanto a osteoporose senil se desenvolve com o envelhecimento em
pessoas com idade superior aos 70 anos. A osteoporose secundaria tem causas
determinadas, como fatores alimentares, doenca crénica, disfuncdo endocrina, efeitos
colaterais de medicamentos ou malignidade metastatica ou hematolégica (Duque et al.,
2008). Por suas caracteristicas a osteoporose possui prevaléncia em idosos e predilecéo
pelo sexo feminino por se relacionar ao periodo pds-menopausa (Kuo et al., 2017),
quando ocorre a diminuicdo da secrecdo dos hormonios estrogénicos, obtendo como
consequéncia maior atividade metabolica dssea, ou seja, maior ritmo na reabsorcdo e
menor formagdo 6ssea (Richelson et al., 1987). A osteoporose tem inicio assintomatico,
tornando-se fundamental o seu diagndstico precoce (Danowski et al., 1996). Os métodos
mais utilizados para monitoracdo da DMO e identificacdo de pacientes propensos a
fraturas osteopordticas sdo as triagens por densitometria de dupla emissdo com fontes de
raios X (DEXA) e as ultrasonometrias 0sseas (USO). A DEXA realiza as analises da
coluna, regido proximal do fémur e terco distal do radio, areas anatbmicas mais afetadas
pela patologia. A ultrasonometria 6ssea é uma avaliacdo indireta do risco de fratura na
coluna e fémur que todavia ndo mede a DMO propriamente dita (Szejnfeld et al., 2004).
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), para critério de diagnostico da osteoporose

recorre ao método “T-score”. O “T-score” ¢ um valor que corresponde a diferenca, em



desvio-padréo, entre o pico de massa 0ssea, alcancado aos 30 anos de idade, e a DMO
do paciente examinado na regido nas areas da coluna, quadril ou antebraco. Assim o
diagndstico baseia-se em um “T-score” acima de 1.0 de desvio padrdo considerando
normalidade, valores “T-score” entre -1 e -2,5 para osteopenia e valores igual ou abaixo
de -2.5 para osteoporose (Miller et al., 2006). Na busca da prevencdo ou diminuicdo da
perda Ossea, devem-se associar medidas fisicas, medicamentosas e mudangas no
cotidiano. Estratégias de prevencdo da osteoporose incluem precaucdes de quedas,
pratica de atividades fisicas, ingestdo diéria de alimentos ricos em célcio (1.200 mg de
calcio diérias), exposi¢do solar, além de evitar vicios nocivos como o tabagismo e
alcoolismo (Rossini et al., 2016). A terapia medicamentosa é recomendada em casos
mais extremos como (1) mulheres na p6s-menopausa que ja apresentaram fraturas
osteopordticas vertebrais ou de quadril; (2) mulheres que tém valores de DMO
compativel com osteoporose na coluna lombar, por¢do femoral ou regido de quadril; (3)
todas as pessoas que se enquadram no perfil de osteopenia, “T-score” entre -2,5 e -1
desvio padrdo; e (4) pessoas que possuem risco de fratura osteoporética maior que 20%
em 10 anos (Cosman et al., 2014). Os medicamentos que atualmente tém demonstrado
maiores evidéncias em relacdo a reducgéo de fraturas sdo os bisfosfonatos, raloxifeno e
utilizacdo de calcio e vitamina D (Bischoff et al., 2005). Os bisfosfonatos sdo os mais
utilizados como inibidores da reabsorcdo Ossea e aumentam a DMO dos 0ss0s
trabeculares, reduzindo fraturas vertebrais, ndo-vertebrais e de quadril (Reid et al.,
2011). Os raloxifenos atuam como agonistas dos receptores de estrogénio, reduzindo as
fraturas vertebrais, sendo disponiveis para prevencao e tratamento da osteoporose pos-
menopausa (Ettinger et al., 1999). A associacdo de célcio e vitamina D reduz fraturas
ndo vertebrais, uma vez que o célcio diminui lentamente a perda 0ssea, e a vitamina D €
fundamental para absorc¢do intestinal de calcio e sua incorporacdo ao 0sso (Shea et al.,
2004). Apesar das atuais terapias para tratar a osteoporose serem eficazes em aumentar
a densidade mineral Ossea, atualmente menos de 20% dos pacientes com fratura por
fragilidade tém acesso aos medicamentos, sendo que na Europa, 60% das mulheres com
alto risco ndo recebem terapia (Kanis et al., 2014). A falta de adesdo ao tratamento é
atribuida principalmente & preocupacdes sobre a seguranca dos farmacos utilizados para
0 tratamento da osteoporose (Russo et al., 2020). Os efeitos adversos sdo incomuns nos
tratamentos da osteoporose, mas em alguns casos, os bisfosfonatos podem causar
osteonecrose mandibular e o raloxifeno pode aumentar o risco de trombose e acidente

vascular cerebral (Kha et al., 2017). Além disso, relatos de irritacdo da mucosa



gastrointestinal superior, fraturas atipicas associadas a antirreabsortivos, reacdes de
hipersensibilidade e cancer estdo ligados a agentes com capacidade de aumentar a
densidade mineral 6ssea (Ukon et al., 2019). Assim, novas estratégias terapéuticas e
métodos seguros que podem acelerar e promover um equilibrio na remodelagdo 6ssea
e/ou reparacao sem efeitos adversos graves sdo necessarias (Khan et al., 2017). Entre os
estimulos que podem modular o metabolismo 0sseo , 0 estresse oxidativo parece ter um
papel de destague. Sabe-se que a presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode
diminuir a osteoblastogénese (Mody et al., 2001) e aumentar a diferenciagéo e funcéo
dos osteoclastos (Nakanishi et al., 2013). Os antioxidantes fornecem um meio eficaz
para combater os efeitos deletérios das EROs, sendo utilizados como preventivos no
tratamento de doencas (Shi et al., 2004). Assim, a atividade antioxidante de algumas
substancias tornou-se foco central de pesquisas com a finalidade de prevenir ou
melhorar lesdes teciduais. Os antioxidantes sdo encontrados em farmacos e alimentos, e
entre eles encontra-se o licopeno, que é um carotenoide amplamente encontrado na
natureza, sendo responsavel pela pigmentacdo vermelha de algumas frutas e vegetais
como o tomate, goiaba e pimentdo (Clinton et al., 1998). O licopeno €é o carotenoide
com maior potencial antioxidante, capaz de inibir o estresse oxidativo de espécies
reativas (Stahl et al., 2003). Outros pesquisadores encontraram relacdo diretamente
proporcional em pacientes com fraturas osteoporoéticas com maior estresse oxidativo em
relacdo a pacientes saudaveis, se tornando importante o estudo dos antioxidantes como
o licopeno no papel de neutralizar o efeito das EROs na redugéo de risco a osteoporose
(Prasad et al., 2003). As substancias antioxidantes podem ser administradas de maneira
indireta pela ingestdo oral e diretamente pelo contato local com o tecido. Para aplicacéo
local existe a necessidade de um carreador, papel que pode ser realizado pelos
arcaboucos ou scaffolds (Chimutengwende et al., 2012), os quais podem ser descritos
como um ambiente 3D biocompativel e biodegradavel produzido a partir de polimeros
sintéticos ou naturais, ceramicas ou metais, que atuam como matrizes para a
colonizacao, crescimento e diferenciacdo celular, objetivando a reparacéo e regeneragédo
de tecidos (Hutmacher et al., 2007). Estes materiais bioativos em formato de arcaboucos
biodegradaveis sdo referéncia na engenharia tecidual, uma vez que reparar defeitos
0sseos de tamanho critico € um grande desafio para medicina ortopédica e regenerativa
(Rao et al., 2013). Materiais como os polimeros tém sido utilizados para substitui¢do ou
preenchimento de lojas dsseas (Liao et al., 2004), entre eles o polidimetilsiloxano, o

poliacido lactico (PLLA), poli acido lactico-co-glicdlico, a policaprolactona e o
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polietileno tereftalato (Islami et al., 2018). O PLLA é um polimero biodegradavel, cuja
degradacéo resulta em acido lactico, desempenhando um papel importante devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, além de possuir aprovacdo da Food and Drug
Administration (FDA) para sua utilizacdo em cirurgias de reconstrucdo 0ssea (Giavaresi
et al., 2004). Entre os biomateriais disponiveis, ainda ndo existe um biomaterial
considerado ideal, que seja osteocondutor, osteoindutor e osteogénico (Amini et al.,
2012), com otimas propriedades mecéanicas, biocompatibilidade, novas habilidades de
degradacdo de sincronizacdo Ossea, estrutura de poros ajustdvel e capacidade de
promogdo da osteogénese. Assim, a associagdo de um scaffold com substancias
antioxidantes poderia ser interessante, assim como o0 estudo de novos biomateriais
torna-se necessario (Weisgerber et al., 2016). Sendo assim, se torna importante o estudo

do licopeno com seu alto potencial antioxidante em doencas cronicas relacionadas ao

dano oxidativo como a osteoporose. Assim, foram construidas duas hipéteses para o

presente estudo: (1) a de gue o licopeno administrado in vitro em contato com células

osteoblasticas da calvéria de ratas ovariectomizadas possa promover uma atividade

funcional semelhante as células controles e (2) que o licopeno aplicado localmente junto

com um scaffold de PLLA possa beneficiar o reparo 6sseo em defeitos da calvaria de

ratas ovariectomizadas.




2. PROPOSICAO

Considerando o acima exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar: (1) in vitro, a
influéncia do licopeno na atividade funcional de células osteoblasticas da calvarias de
ratas ovariectomizadas, e (2) in vivo, a neoformacao 6ssea em defeito 6sseo critico de

calvaria na presenca de scaffold de PLLA associado com o licopeno.



3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral foi avaliar in vitro a influéncia do licopeno na atividade funcional
de celulas osteoblasticas da calvaria e in vivo a associa¢do do scaffold de PLLA com o

licopeno na neoformacéo 6ssea em defeito dsseo critico em ratas osteoporoticas.

3.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos foram alcancados por meio dos seguintes parametros:

ENSAIOS IN VIVO

-analise histologica qualitativa por meio de microscopia éptica do reparo 0sseo no

defeito da calvéria e da integracdo com o scaffold.

ENSAIOS IN VITRO

-proliferacao celular (MTT);
-deteccdo in situ de fosfatase alcaling;
-detecc¢do e quantificacdo de nddulos mineralizados;

-expressao de genes associados ao metabolismo 6sseo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS UTILIZADOS E CONSIDERAGCOES ETICAS

Apos realizado o calculo amostral com o Software G*Power 3.1 (Faul et al.,
2007), assumindo uma diferenga como significativamente maior que 1.5 do desvio
padréo e considerando os erros Tipo | (a) e Tipo II (B) de 5% e 20%, respectivamente,
ficou estabelecido que seriam necessarias 40 ratas Wistar Hannover fémeas (ja
considerando possiveis perdas) entre 250g e 300g, provenientes do Biotério central da
Universidade de Sdo Paulo — Ribeirdo Preto. Foram utilizadas 18 ratas Wistar para os
experimentos in vitro (n=3 para sham e n=3 para ovariectomizadas, com experimentos
em triplicata) e 20 para 0s experimentos in vivo (n=5 para cada grupo experimental).
Elas foram tratadas com racdo especial para roedores e agua filtrada ad libitum. Foram
separadas em caixas grandes com cama de maravalha nas dimensdes 41 x 34 x 16 cm,
em numero de trés por caixa. A temperatura do local de alojamento dos animais foi
mantida em 23,5-24,5°C, controlada por condicionador de ar quente/frio de janela, além
de um sistema de exaustdo de ar, e foram mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto-USP. O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica para uso de Animais da FORP-USP, com o protocolo 2019.1.483.58.3.

4.2. INDUCAO DA OSTEOPOROSE

Os animais foram ovariectomizados bilateralmente (Figura 1). Primeiramente eles
foram pesados e entdo anestesiados Dopaser (Xylazina) - sedativo, analgésico e
relaxante muscular; e Ketamina Agener (Ketamina) - anestésico geral, fornecido pela
Agibrands do Brasil LTDA - Campinas, SP, Brasil, na propor¢do de 10mg/Kg e
75mg/Kg de cetamina respectivamente, injetada por via intramuscular. Também foi
realizada a aplicacdo em ambos os olhos dos animais, durante a cirurgia, de uma gaze
estéril embebida em soro fisiologico a 0,9% com o objetivo de prevenir o ressecamento
das cérneas. Apds a anestesia 0s animais foram submetidos a tricotomia das regides
laterais e feita a assepsia dos locais a serem incisionados com alcool iodado (PVPI,
Cristalia, Brasil). Foram realizadas incisdes cutaneas bilaterais, sendo o tecido muscular
divulsionado para a exposi¢cdo dos ovarios e excisdo dos mesmos. Foi realizada a sutura

dos tecidos com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Brasil) de modo a fechar
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devidamente as margens do retalho. Em seguida, cada animal recebeu, via
intramuscular, uma Unica dose de 24.000UI/Kg de peso de penicilina (Pentabiotic
Veterinario Pequeno Porte - Fort Dodge®, Brasil). Os animais permaneceram mantidos
em namero de trés por caixa, por sessenta dias e receberam ragéo e agua “ad libitum”.
Os animais operados ficaram sob observacao constante, sendo feita a limpeza de suas
caixas, com troca da maravalha, trés vezes por semana. A comprovagdo do sucesso do
procedimento de ovariectomia foi feita pelo exame do ciclo estral e exame

macroscopico dos cornos uterinos.

Figura 1. Passos da cirurgia de ovariectomia. Arquivo Pessoal.

4.3. GRUPO CONTROLE /SHAM

Os animais dos grupos controles foram submetidos a anestesia, exposi¢cdo do
ovario e reposicionamento do mesmo na cavidade abdominal. Estes animais também
receberam, via intramuscular, uma Unica dose de 24.000UI/Kg de peso de penicilina
(Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte - Fort Dodge®, Brasil) e também foram

submetidos ao exame de ciclo estral (Figura 2).
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Figura 2. Procedimentos para realizagdo do exame de ciclo estral. Arquivo Pessoal.

4.4. CARACTERIZACAO DO SCAFFOLD

Os scaffolds foram obtidos por meio de uma parceria realizada com a Dra. Janaina
A. Dernowsek, do Instituto de Pesquisa Renato Archer (Campinas, Brasil), que
gentilmente confeccionou scaffolds de &cido poli-L-lactico (PLLA) PLLA e de PLLA
com o licopeno liofilizado a 10%, por meio de utilizag&o de impresséo 3D. Os scaffolds
apresentaram dimensdo de 4mm de didmetro e 2mm de altura para serem inseridos nos

defeitos criados na calvaria (Figura 3).

)L: ..."a '

Figura 3. Scaffolds de PLLA e scaffolds de PLLA/licopeno construidos em impressora 3D para serem
implantados na calvaria.

4.5. CRIAGAO DO DEFEITO OSSEO NA CALVARIA

Os animais foram anestesiados com o mesmo protocolo do item 4.2 e ap6s a
tricotomia e antissepsia com povidini-iodo alcodlica (PVPI, Cristélia, Brasil), foi
realizada uma inciséo sagital de aproximadamente 1 cm de extensdo na regido central da
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calvaria, com lamina de bisturi estéril nimero 15, previamente montada em cabo de
bisturi nimero 3, de modo a expor a regido 0ssea de interesse. Com a calvaria exposta,
foi realizado um defeito dsseo na regido do lobo parietal esquerdo (Figura 4). Para isso
foi utilizada uma broca cirurgica do tipo trefina com “stop” de 5 mm de didmetro
interno previamente adaptada em contra-angulo cirurgico (Kavo, Brasil) e com o auxilio
de um motor elétrico para implantes, ajustado em 3000rpm com constante e abundante
irrigacdo com soro fisiolégico 0,9%, foi realizada a perfuracédo criando um defeito 6sseo
cilindrico com o didmetro dito anteriormente, estando esta dimensdo dentro dos padrées
citados na literatura para defeitos 6sseos criticos (Messora et al., 2008), para insercéo
dos scaffold (Figura 4). Os fragmentos retirados da calvaria foram utilizados para o
isolamento das células osteoblasticas, metodologia que esta descrita no item ensaios in
vitro. Os animais foram divididos em grupos Sham+scaffold PLLA, Sham-+scaffold
PLLA/licopeno, OVX+scaffold PLLA e OVX+scaffold PLLA/licopeno. Apés a
cirurgia e insercdo dos scaffolds (Figura 5), foi realizada a sutura dos tecidos, sendo a
pele do animal, juntamente com o peridsteo, reposicionada a sua posicao original e
suturada com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Brasil), de forma que as
margens do retalho foram fechadas corretamente. Cada animal recebeu, via
intramuscular, uma Unica dose de 24.000UI/Kg de peso corporal de penicilina

(Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte - Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil).

/'

Figura 4. Confeccdo dos defeitos 0sseos nas calvarias dos grupos experimentais.
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Figura 5. Insercdo dos scaffolds de PLLA (A) e de PLLA/licopeno (B).

4.6. EUTANASIA DOS ANIMAIS E COLETA DE MATERIAL

As ratas foram eutanasiadas ap6s trinta dias por meio de dose anestésica
convencional (descrita no item 4.2) seguida de decapitacdo. Em seguida foi realizada a
coleta dos fragmentos dsseos contendo o defeito com margem de seguranca, para a
realizacdo das avaliacbes histologicas por microscopia Optica. Os fragmentos foram
acondicionados individualmente em potes plasticos devidamente identificados,
contendo solugédo de formalina neutra, tamponada 10% p.H.=7,0.

4.7. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

A calvaria dos animais foi removida, utilizando tesoura e pincas adequadas. Os
tecidos moles presentes foram cuidadosamente separados para a obtencdo de um
fragmento 6sseo contendo o defeito e margem de seguranca. As calvarias foram imersas
em formaldeido a 4% tamponado, por 24 horas. Em seguida, os espécimes foram
descalcificados em EDTA+TRIS a 0,5M, e as solugdes foram trocadas a cada dois dias.
As amostras foram desidratadas em exposicdo gradual ao etanol (70% durante a noite,
seguidas de 80, 85, 90, 95% e 100%), processados com xilol e embebidas em parafina.
Secgdes semi-seriadas longitudinais foram realizadas em micrétomo, com espessura de
6 um e coradas com tricrbmico de Masson para observagéo histologica da neoformacéo
Ossea com a presenca dos scaffolds com e sem licopeno. A andlise foi realizada
utilizando um microscopio de luz Leica DM4000B (Leica, Bensheim, Alemanha)

equipado com uma camara digital Leica DFC310FX (Leica, Bensheim, Alemanha).
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4.8. COLETA DE FRAGMENTOS E CULTURA CELULAR

Os fragmentos 6sseos das calvarias dos grupos experimentais foram coletados
durante a criacdo do defeito 6sseo (Figura 4), triturados, e transferidos para um tubo de
centrifuga estéril para digestdo atraveés da adicdo colagenase tipo Il (Gibco) na
concentracdo de 1mg/mL e colocados em banho de agua a 37°C sob agitagcdo constante.
Apbs 15 minutos de digestdo, o sobrenadante foi removido e transferido para outro tubo
de centrifuga contendo metade de volume de meio de cultura. Este procedimento de
digestdo com colagenase foi realizado trés vezes. O sobrenadante da primeira digestio
foi descartado e os das ultimas duas digestbes foram centrifugados a 2000 rpm por 5
minutos. Os sobrenadantes resultantes da centrifugacdo foram removidos, e as células e
fragmentos foram ressuspensos em MTS e colocados em garrafas de cultura de 75 cm2.
Ao atingirem subconfluéncia, as células foram removidas dos frascos de cultura por
meio de EDTA 1 mM (Gibco) e tripsina 0,25% (Gibco), contadas utilizando o contador
automatico (Invitrogen) e a primeira passagem foi utilizada para cultivo em garrafas de
cultura a uma densidade celular de 8x10* células por garrafa. Durante todo o periodo de
cultura, as células foram mantidas em ambiente Umido com 5% de CO e 95% de ar
atmosférico, e o meio de cultura trocado a cada 3 dias. Apo6s a subconfluéncia, as
células foram removidas das garrafas e colocadas em placas de cultura de 24 pogos em

uma concentrago de 2 x 10* por poco.

4.8.1. ADMINISTRACAO DO LICOPENO IN VITRO

Foi utilizado o licopeno (Galena, Brasil) na concentracdo de 10%, com
certificado de analise de controle de qualidade emitido pela Via Farma (Sao Paulo,
Brasil). Apo6s sua solubilizacdo em agua destilada, o licopeno foi administrado nas
concentragfes de 10 e 30 pg/mL, seguindo protocolos ja realizados em nosso
laboratério e baseados na literatura (Zeng et al., 2017). A diluicdo foi preparada a cada
troca de meio de cultura, que ocorreu a cada dois dias. As culturas celulares foram
divididas em grupo Sham, Sham+10 pg/mL licopeno (Shamiig), Sham+30 pg/mL
licopeno (Shamyszo), ovariectomizado (OVX), ovariectomizado+10 pg/mL licopeno
(OVXL10) ovariectomizado+30 pg/mL licopeno (OVXyiso) e posteriormente foram

avaliadas com os parametros descritos a seguir.
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4.8.2. PROLIFERACAO CELULAR

Apbs 7, 10 e 14 dias, a proliferacdo celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico
MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]) (Sigma®). Apos
remoc¢do do meio de cultura, as células foram incubadas com solucédo de MTT em meio
de cultura por 4 horas a 37°C, em atmosfera umidificada contendo de 5% de CO2 e 95%
de ar atmosférico. Apds esse periodo, 0 meio de cultura foi retirado dos pocos e estes
foram lavados com 1mL de solugdo PBS aquecida. Em seguida, foi adicionado 1mL de
solucdo de isopropanol acido em cada pogo sob agitagdo por 5 minutos, para a
solubilizacdo completa do precipitado formado. Aliquotas de 150uL foram retiradas dos
pocos e transferidas para uma placa de 96 pocos para medida colorimétrica em
espectrofotobmetro (uQuant, Bio-tekinstruments, Inc.) a 570nm. Os valores de

absorbancia obtidos foram submetidos a analise estatistica.

4.8.3. DETECCAO IN SITU DE FOSFATASE ALCALINA

A deteccdo de fosfatase alcalina in situ foi realizada aos 7, 10 e 14 dias. Em um
béquer foram adicionados 20mL de agua deionizada e 0,320g de Triz (Sigma) para
preparar a solugdo 1. Em outro béquer foram adicionados 2mL de dimetilformamida
(Merck) e 0,007g de Naphthol (Sigma) para preparar a solucdo 2. Foram adicionados 7
mg de FastRed (Sigma) na solucdo 1 e retirados 2mL desta solugcdo para serem
adicionados 2mL na solucdo 2 formando a solucéo de trabalho. Cada poco foi lavado
uma vez com tampdo (PBS) e colocado 1mL da solucdo de trabalho. Posteriormente a
placa foi armazenada na incubadora em uma atmosfera umidificada a 37°C com 5% de
CO: por 30 minutos. Apds este periodo foi retirada a solucdo dos pocos e apds a
secagem a temperatura ambiente, foram realizadas as imagens fotograficas. Com o
auxilio do software Image J, as imagens coloridas foram convertidas em imagens
binarias, sequindo uma escala de cinza e os pixels contados, gerando um grafico com os

resultados.

4.8.4. FORMACAO E QUANTIFICACAO DE MATRIZ MINERAL IZADA

A formacdo de matriz mineralizada foi avaliada aos 17 e 21 dias. Apds remocao
do meio de cultura, os pocos foram lavados 3 vezes com PBS (Gibco) aquecido a 37°C,
preenchidos com 2mL de formalina 10% e mantidos a 4°C. Decorridas 24 horas, apds
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remocao da formalina, os pocos foram desidratados a temperatura ambiente em series
crescentes de alcoois (30°GL, 50°GL, 70°GL e 100°GL) e a duracdo da desidratacédo
para cada graduacdo alcoodlica foi de 1 hora. Ap6s secagem, os pocos foram corados
com vermelho de alizarina (Sigma) e as areas de mineralizagdo ricas em célcio,
evidenciadas pela coloracdo vermelha. Para quantificacdo da coloragdo segundo método
de Gregory et al. (2004), 150uL de &cido acético a 10% foram acrescentados a cada
poco e as placas deixadas sob agitacdo suave por 30 minutos. A camada de células foi
entdo raspada com um raspador de células e a solucéo transferida para tubos eppendorf
de 1,5mL e agitadas em vortex por 30 segundos e aquecida a 85°C por 10 minutos e
transferida para o gelo por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a 13.000rpm por 20
minutos. Um volume de 150pL do sobrenadante foi transferido para uma placa de 96
pocos (Corning) e 40uL de hidroxido de aménia a 10% (Quimibras, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) foram adicionados. A leitura foi realizada em espectrofotometro (Bio-Tek) em

um comprimento de onda de 405nm.

4.8.5. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

Para avaliar a expressdo dos genes osteocalcina (Bglap), osteopontina (Sppl),
fosfatase alcalina (Alp), e fator de transcricdo relacionado ao gene runt 2 (Runx2), aos
10 dias de experimento o meio de cultura foi removido dos pocos e adicionado o
reagente Trizol LS (Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) a TA, sob agitacdo por
pipetagem. As amostras foram transferidas para tubos eppendorf e armazenadas em
freezer a -20°C por 48 horas. Apds esse periodo, foi realizada a extracdo do RNA total
utilizando o kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA), de
acordo com as especificaces do fabricante. Em seguida, o0 RNA total foi quantificado a
partir de 1puL de amostra no aparelho NanoVue (GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ, EUA) em diferentes comprimentos de onda (260, 280, 230 e 320nm) e
a integridade de cada amostra foi avaliada utilizando um chip, capaz de verificar
amostras de RNA na concentragdo de 25 a 500ng/uL, no equipamento Agilent 2100
Bioanalyser (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), seguindo o protocolo
estabelecido pelo fabricante. As amostras do RNA total foram aliquotadas e aquecidas a
70°C por 2 minutos e, em seguida, mantidas no gelo até 0 momento da aplicagéo no gel.
A matriz do gel, aplicada nos capilares do chip, contém uma mistura de fluoréforos e

marcadores de peso molecular. A ligacdo dos fluoréforos ao marcador e ao RNA
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resultou na emissdo de fluorescéncia, que é quantificada, permitindo a separagdo do
RNA ribossémico 18S e 28S e a verificacdo da integridade do RNA total a partir da
atribuicdo de um ndmero de integridade do RNA (RIN) que varia de 1 a 10. Foram
consideradas amostras vidveis para realizagdo do Real-time PCR aquelas que
apresentaram valores de RIN superiores a 8. Depois de constatada a integridade do
RNA, o passo seguinte foi a confeccdo da fita complementar de DNA (cDNA) a partir
de 1ug de RNA total. Este procedimento foi realizado no termociclador
MastercycleGradient (Eppendorf, 20 Hamburg, Alemanha) por meio de reacdo com a
enzima transcriptase reversa, utilizando o kit High-capacitycDNA Reverse
Transcription (AppliedBiosystems, Fort City, CA, EUA), de acordo com as instrucdes
do fabricante. Para as reacGes de Real-time PCR, foram utilizadas sondas TagMan
(AppliedBiosystems) para 0s genes-alvo em equipamento StepOnePlus (Life
Technologies). As reagdes foram realizadas em quadruplicata utilizando 5pL de
TagMan Gene Expression Master Mix, 0,5uL de sonda TagMan para os genes de
interesse (Tabela 2) e 4,5uL de cDNA (11,25ng), para um volume final de 10uL/reacdo.
As reagOes de amplificagdo consistem em 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C,
quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C (desnaturacao e extensdo). Os
resultados foram analisados com base no valor de Ct (ciclethreshold ou ciclo limiar),
sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos em que a amplificacdo das
amostras atinge um limiar, determinado entre o nivel de fluorescéncia dos controles
negativos e a fase de amplificacdo exponencial das amostras. Como controle enddgeno
foi avaliada a expressdo do gene para a enzima GAPDH. Os niveis de expressdo do
controle endogeno foram utilizados para a normalizacdo dos niveis de expressdo do
gene-alvo e uma amostra negativa (4gua) foi submetida a reacdo com cada sonda
TagMan utilizada. A normalizacédo e quantificacdo relativa da expressédo génica foram
realizadas pelo método de 2-AACT(Livak e Schmittgen, 2001). Os dados foram
representados como diferenca (em vezes) na expressdo génica normalizada pela

betactina.

4.8.6. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados quantitativos obtidos dos ensaios in vitro e in vivo foram submetidos a

testes de avaliacdo de normalidade dos dados, e posteriormente submetidos & teste
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estatistico One-way ANOVA ou Kruskall-Wallis para significancia de 5%, com a
utilizacdo do software GraphPadPrism 5.0.

5. RESULTADOS

5.1. COMPROVACAO DO SUCESSO DA OVARIECTOMIA

A Figura 6 mostra as imagens de esfregaco vaginal 16 dias apds a cirurgia. Nas
ratas controles podemos observar a predominéncia de leucdcitos e células epiteliais
nucleadas e anucleadas, definindo a fase metaestro. J& o esfregaco de ratas
ovariectomizadas mostrou predominancia de leucocitos, definindo a fase diestro,
confirmando o sucesso da ovariectomia. A Figura 7 indica a atrofia dos cornos uterinos

das ratas ovariectomizadas quando comparado as ratas controles.

Figura 6. Fotomicrografia de esfregaco vaginal, dezesseis dias ap0s cirurgia. A e C) Esfregago de ratas
controles em fase metaestro com leucécitos e células epiteliais nucleadas e anucleadas. B e D) Esfregaco
de ratas ovariectomizadas na fase diestro com predominancia de leucécitos. Arquivo Pessoal.

Figura 7. Cornos uterinos de ratas controles (A) de ratas ovariectomizadas. Arquivo Pessoal.
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5.2. PROLIFERACAO CELULAR

Ao final de 7 dias, a proliferacdo celular foi maior nos grupos ovariectomizados
(OVX), em destaque o grupo sem administracdo de licopeno. Apds administracdo de 10
ull/ml e 30 ull/ml de licopeno houve a queda da proliferacdo celular. O mesmo foi
observado nos grupos controles (Sham), com maior proliferacdo no grupo Sham e ap6s
administracdo 10 pl1/ml e 30 ull/ml de licopeno observou-se uma queda significativa
da proliferacéo celular, sem diferenca estatistica entre os grupos Shampio e Shamgzo. No
periodo experimental de 10 dias os grupos OVX e OVXjo apresentaram maior
proliferacdo, ndo havendo diferenca estatistica entre ambos. O grupo OV Xzo mostrou
uma queda da proliferacdo em relacdo aos demais grupos ovariectomizados. Os grupos
controles Sham, Shamiio e Shamis ndo apresentaram diferenca estatistica, porém
houve menor proliferacdo comparado aos grupos OVX. Aos 14 dias, o grupo OVX
continuou com maior proliferacdo. Os grupos OVXpio € OVXi3 ndo apresentaram
diferenca estatistica entre ambos. Nos grupos controles, houve maior proliferacdo no
grupo SHAM, ao passo que nos grupos Shampio e Shamisg ndo houve diferenga

estatistica entre eles.

5.3. DETECCAOQ IN SITU DE FOSFATASE ALCALINA (ALP)

No periodo de 7 e 10 dias houve maior deteccdo da fosfatase alcalina in situ no
grupo OVX sem presenca de licopeno. Os grupos OVXio e OV Xzo ndo apresentaram
diferenca estatistica. O mesmo ocorreu entre grupos SHAM, Shamiio e Shamgzo ,com
menor detecc¢do in situ quando comparado aos grupos OVX. Aos 14 dias, o grupo OVX
mostrou aumento significativo na detec¢do in situ de ALP quando comparado aos
grupos OVXr10 e OV Xr30, 0s quais ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. O
mesmo padrdo foi observado nos grupos controles SHAM, SHAM_ 10 e SHAM_30,
porém com diminuicdo significativa na detec¢éo in situ de ALP quando comparados aos
grupos OV X.
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Figura 8 - Proliferacdo celular de células osteoblasticas provenientes da calvaria de ratas controle (Sham) e
ovariectomizadas (OVX) cultivadas em concentragdes de 10 p1/ml e 30 pul1/ml de licopeno aos 7, 10 e 14
dias, avaliada por meio de ensaio colorimétrico (MTT). Teste estatistico One-way ANOVA para p < 0,05.



area positiva fast red (%)
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Figura 9 — Deteccdo in situ de fosfatase alcalina em células osteoblasticas provenientes da calvéria de
ratas controle (Sham) e ovariectomizadas (OVX) cultivadas em concentracdes de 10 pl1/ml e 30 ul!/ml
de licopeno aos 7, 10 e 14 dias. Teste estatistico One-way ANOVA para p < 0,05.
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5.4. FORMACAO DA MATRIZ MINERALIZADA

A avaliacdo quantitativa dos ndédulos mineralizados no periodo de 17 dias mostrou
que no grupo OV X houve um aumento significativo na formacdo de nédulos em relacéo
aos demais grupos. A administracdo do licopeno nas concentracfes de 10 pl1/ml e 30
ull/ml nos grupos OVX caracterizou similaridade na formagdo de nddulos quando
comparado ao grupo controle com administracdo das mesmas quantidades de licopeno.
Aos 21 dias, ndo houve diferenca estatistica na formacao de ndédulos mineralizados nos
grupos SHAM, SHAM_10 e SHAM_30. O grupo OVX obteve com maior formagéo de
nodulos. O grupo OVXiio mostrou aumento significativo na formacdo de nédulos em

relacdo aos grupo OV Xzo.

17 dias

absorbancia (405 nm)

absorbancia (405 nm)

& & O 04\' &
N

Figura 10- Quantificacdo de nédulos mineralizados de células osteoblasticas da medula 6ssea de ratas
controle (Sham) e ovariectomizadas (OVX) e com adigdo de 10 p”'/ml e 30 pu7/ml de licopeno, aos 17 e
21 dias por meio da extragdo de vermelho de alizarina. Teste estatistico One-way ANOVA para p < 0,05.
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5.5. EXPRESSAO GENICA QUANTITATIVA

No periodo de 10 dias, a expressao dos genes Bglap e Opn ndo mostrou diferencas
significativas entres 0s grupos sham e entre os grupos ovariectomizados. Por outro lado,
houve uma inducdo significativa com a administracdo do licopeno na concentragdo de
30 pg/ml (SHAM30) comparado com o grupo OV Xpio. A expressédo do gene Alp foi
induzida no grupo SHAM 30 quando comparada aos outros grupos experimentais. Entre
0s grupos OVX, houve uma repressdo deste gene no grupo OVXiio. A expressdo do
gene Runx2 foi maior em SHAM_3o quando comparado aos grupos SHAM_10, OVX e
OVX Lao.

Expressao relativa
Bglap/B2M
Expressao relativa
Opn/B2M

Expressao relativa
Alp/B2M
Expressao relativa
Runx2/B2M

Figura 11- Andlise da expressdao génica em células obtidas da medula 6ssea de calvéria ratas controle
(Sham) e ovariectomizada (OVX) e com adicdo de licopeno em 10ug/ml e 30ug/ml aos 10 dias. Teste
estatistico ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para p < 0,05.
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5.6. ANALISE HISTOLOGICA

A regido do defeito cirdrgico nos animais controles o ovariectomizados que
receberam o scaffold com e sem licopeno apresentaram preenchimento parcial por
tecido dsseo neoformado envolvido por tecido conjuntivo. Ambos 0s grupos
apresentaram matriz neoformada ocupada por varias lacunas contendo osted4citos no seu
interior, envolvida por fibras colagenas entremeadas por fibroblastos, adipdcitos, e
vasos sanguineos, sem a presenca de infiltrado inflamatorio. O grupo OVX que recebeu
o scaffold sem a associacdo com o licopeno mostrou menor formacéo de tecido ésseo
neoformado adjacente ao 0sso lamelar, envolvido por tecido conjuntivo organizado com
a presenca de adipocitos. O grupo OVX com scaffold associado ao licopeno mostrou
neoformacdo dssea similar aos grupos sham, com integracdo osso/scaffold sem a
presenca de capsula fibrosa e formacdo de ostedide proximo ao scaffold (Figuras 12-
13).

Figura 12. Interface (seta preta) do scaffold associado com licopeno (sc) e tecido 6sseo em formacao
(0s). Ainda podem ser observados tecido conjuntivo e vasos sanguineos. Aumento de 40x, barra=50 pm.
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ca /‘f
OVX + scaffold

Figura 13- Imagens histologicas das bordas dos defeitos realizados nas calvarias de ratas sham e
ovariectomizadas que receberam o scaffold associado ou ndo ao licopeno. Pode ser observada
neoformacdo Gssea em todos 0s grupos (on), presenga de tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatdrio
(tc), osso lamelar (ol), vascularizacdo (vs) e o scaffold em contato com tecido dsseo (seta preta) em
formacdo (sc). Aumento de 40x, barra=50 um.
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6.DISCUSSAO

Osteoporose é um disturbio esquelético caracterizado pela reducéo da resisténcia
6ssea predispondo a um aumento do risco de fratura (Prentice et al., 2003).Vérias linhas
de pesquisa evidenciam que 0s compostos nutracéuticos podem prevenir a perda 0ssea,
0 que recentemente levou ao seu uso profilatico aumentado, especialmente em mulheres
na pos-menopausa (Wang et al., 2017; Martiniakova et al., 2020). Os carotenoides séo
mencionados principalmente em relacdo as suas propriedades antioxidantes (Mody et
al.,, 2021). O estresse oxidativo favorece a presenca de espécies reativas de
oxigénio (ERQOs), as quais sdo capazes de diminuir a osteoblastogénese e aumentar a
diferenciacédo e funcdo dos osteoclastos (Shi et al., 2004; Basu et al., 2001; Nakanishi et
al., 2013). Uma investigacdo europeia demonstrou que uma maior ingestdo dietética de
carotenoides melhora a DMO e reduz o risco de fraturas osteoporoticas (Hayhoe et al.,
2017). Entre os carotendides, o licopeno é relatado como tendo uma das maiores
capacidades antioxidantes (Stahl et al., 2003). No entanto, até 0 momento, os efeitos do
licopeno no metabolismo das células dsseas foram pouco estudados.

No presente estudo, examinamos o efeito in vitro e in vivo do licopeno no
metabolismo 6sseo de ratas ovariectomizadas. A ovariectomia concerne na remocao dos
ovarios com a intengdo de diminuir os niveis de horménios estrogénicos, resultando na
simulacdo da osteoporose pos-menopausa nas ratas (Wronski et al., 1988). O modelo
utilizado para se obter ratas ovariectomizadas (OVX) foi aprovado pelo FDA como
eficaz para o estudo da osteoporose pds-menopausa, mimetizando a perda 6ssea pos-
menopausa quando examinada em periodos curtos de tempo (Thompson et al., 1995).
Analisando esfregacos vaginais das ratas apos ovariectomia, observou-se predominancia
de leucécitos, caracterizando o estagio diestro do ciclo das ratas, confirmando o sucesso
da ovariectomia. O periodo diestro gera uma como diminui¢do substancial no nimero
de células epiteliais queratinizadas anucleadas, obtendo como consequéncia periodo
inativo de fertilidade (Cora et al., 2015). O exame macroscépico observou a atrofia dos
cornos uterinos das ratas ovariectomizadas quando comparado as ratas controles.
Segundo dados da literatura, o Utero de mulheres no periodo p6s-menopausa pode
reverter para tamanhos pediatricos (Miller et al., 1977).

A primeira hipétese deste estudo foi confirmada parcialmente, mostrando que o
licopeno administrado in vitro em contato com células osteoblésticas da calvéria de
ratas saudaveis e ovariectomizadas influencia a atividade funcional destas células em

alguns dos parametros analisados. O estudo in vitro foi realizado com a administracéo
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do licopeno nas concentracfes de 10 pg/mL e 30 pg/mL. As concentracdes seguiram
protocolos baseados na literatura (Zeng et al., 2017), sendo que estudos prévios
realizados em nosso laboratorio j& haviam demonstrado que o licopeno tem influéncia
na atividade funcional dos osteoblastos em concentragfes mais baixas (Oliveira et al.,
2019).

Na presente investigacdo, a proliferacdo celular e a deteccdo in situ de ALP nos
trés periodos estudados foi significativamente maior nos grupos de células de animais
ovariectomizados quando comparado aos grupos de células controles, independente da
presenca de licopeno. A proliferacéo celular exacerbada de osteoblastos provenientes de
animais com osteoporose ja foi evidenciado anteriormente por Yu et al. (2012), que
associam estes resultados a um maior metabolismo energético, especialmente na
geracdo de adenosina trifosfato (ATP), que fornece energia para o crescimento, reparo e
atividade dos osteoblastos. Os graficos também permitem observar que as células dos
grupos OVX, quando em contato com as duas concentracdes de licopeno, apresentam
uma diminuicéo significativa na proliferacao celular e na detec¢do de ALP ao longo dos
periodos de cultura, se aproximando dos valores dos grupos controles. O mesmo pode
ser observado na formagdo de nddulos mineralizados, com o grupo OVX formando
mais matriz e os grupos OV X0 e OVXy30 apresentado valores similares aos controles.
Estes resultados sugerem que a presenca do licopeno nas duas concentracdes pode
influenciar na diminuicdo da proliferacdo celular e na formacdo de uma matriz
mineralizada seguindo padrdes de normalidade e resisténcia. Autores como Busse et al.
(2009) encontraram maior conteddo mineralizado em pacientes osteoporoticos, contudo
o0 tecido Gsseo apresentava baixas propriedades biomecanicas. O contedo mineralizado
aumentado em pacientes osteopordéticos se forma de maneira ndo homogénea, tem maior
risco de fratura por carga, menor resisténcia ao escoamento, falha e rigidez de flexdo,
tornando-se um osso fragil com comprometimento da estrutura devido a microfissuras,
rachaduras e lacunas. Os mesmos autores relataram o tecido 0sseo caracterizado como
saudavel com dependéncia linear dos parametros estruturais, propriedades
biomecanicamente benéficas devido a uma configuracdo de mineralizagdo homogénea.
Resultado semelhante aos obtidos na presente pesquisa foi encontrado por Russo et al.
(2020) em experimento com licopeno nas concentragdes de 5 ug/ml e 10 ug/ml, onde o
licopeno na concentragdo de 5 pug/ml ndo afetou a proliferacdo de células Saos-2 e na

concentracdo de 10 ug/ml mostrou queda da proliferacéo osteobléstica.
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Os genes Bglap, Opn, Alp e Runx2 codificam proteinas que fazem parte do
processo de remodelacdo, influenciando a atividade das células 6sseas (Ducy et al.,
1996). A osteocalcina (Bglap) é especificamente expressa em osteoblastos e é uma das
proteinas ndo colagenas mais abundantes no osso (Hauschka et al., 1975), apresentando
papel importante no processo de mineralizacdo 6ssea (Hauschka et al., 1980; Menanteau
et al., 1982). Segundo Ducy et al. (1996), a Bglap € uma proteina da matriz éssea que
pode estimular e inibir a remodelacdo 6ssea. Ja a osteopontina (OPN) é uma proteina
que atua de forma importante na renovacdo Ossea ativando a cascata de reabsorcao
(Reinohlt et al., 1990). Franzén et al. (2007) sugerem que a OPN desempenhe papéis no
desenvolvimento e na atividade dos osteoclastos, além de atuar na ades&o celular e
durante a mineralizacdo da matriz. No presente estudo, a administracdo de 30 pg/mL de
licopeno influenciou a modulacdo dos genes Bglap e Opn no grupo controle, sugerindo
que o licopeno atue na expressao destes dois genes em células de individuos saudaveis,
influenciando na diferenciacédo celular e osteogénese.

O Runx2 é um fator de transcricdo que pertence a familia Runx composta por
Runx1, Runx2 e Runx3. O Runx2 é expresso em células mesenquimais multipotentes,
células da linhagem de osteoblastos e condrdcitos (Komori et al., 2019), sendo um fator
fundamental de transcri¢cdo para a diferenciacdo e ativacdo dos osteoblastos maduros
(Adhami et al., 2014). Ja a fosfatase alcalina € uma proteina vinculada a regulacdo da
formagdo Gssea, facilmente encontrada nos tecidos désseos e cartilagens calcificantes
(Siller et al., 2018). Os genes que codificam estas proteinas apresentaram maior
expressao com a administracdo de licopeno nos grupos controles, quando comparado
aos grupos OVX. Estes resultados sugerem que o licopeno possa influenciar a
modulacdo génica em uma fase de diferenciacdo e inicio de formacdo de matriz
extracelular em células saudaveis, podendo acontecer em periodos mais tardios nas
células afetadas pela condicdo osteoporotica. Assim, outros periodos experimentais
devem ser estudados para observar a possivel modulacdo génica com a administracdo do
licopeno.

A segunda hipétese construida neste estudo pdde ser comprovada por meio da
andlise histologica qualitativa, mostrando que a associa¢do do scaffold com o licopeno
permitiu a neoformagéo 6ssea nas bordas do defeito criado na calvéria, além de permitir
uma integra¢do com a nova matriz sendo formada. A insercgdo do scaffold com ou sem o
licopeno ndo levou a formagéo de infiltrado inflamatdrio, confirmando a auséncia de

toxicidade do material, assim como a biocompatibilidade. Nao existem na literatura até
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0 momento relatos de associacdo de scaffold com o licopeno, mas alguns autores
pesquisaram a associagdo de scaffold de polimeros com outras substancias consideradas
antioxidantes, mostrando seus beneficios no reparo 6sseo. Bose et al. (2018) verificaram
que a associagdo da curcumina a scaffold de polimeros como PCL, PEG e PGLA
promoveu neoformacdo 0ssea significativa no defeito femoral de ratos Sprague-Dawley.
Li et al. (2018) também observaram que scaffolds em microsferas de PLGA associado a
curcumina promoveram maior formacdo 0ssea no defeito de calvaria de ratos machos
Sprague-Dawley com diabetes tipo 2 induzida por medicamentos.

Existem algumas limitagBes deste estudo, em relagdo a investigacdo dos modelos
in vitro e in vivo de neoformacédo Ossea. A expressao génica foi estudada em somente
um periodo de cultura celular (10 dias), dificultando a interpretacdo dos resultados em
relagdo a proliferacdo, diferenciacdo e formacdo de matriz mineralizada associada a
modulacdo dos genes selecionados. Além disso, a analise histoldgica realizada foi
qualitativa, sem a quantificacdo de area ou porcentagem de 0sso neoformado, 0 que
poderia contribuir para a confirmacdo dos resultados. Muitos fragmentos restantes dos
scaffold ndo puderam ser mantidos nas seccdes histoldgicas, dificultando a observagéo
de integracdo com o 0sso neoformado. Assim, futuros experimentos devem ser
programados pelo nosso grupo de pesquisa para sanar estas deficiéncias. Ainda assim,
os resultados indicam os beneficios da associagdo do licopeno a scaffolds
biodegradaveis, sugerindo que mais estudos sejam feitos nesta area para uma aplicacao
mais abrangentes em situacdes de dificuldade de reparo 6sseo, como acontece na

osteoporose e outras doencas 6sseas metabolicas.
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7. CONCLUSOES
Nosso estudo demonstrou que:
1) a administracao in vitro do licopeno:

» diminuiu a proliferacdo celular em celulas de ratas saudaveis e ovariectomizadas
nas concentragdes de 10 e 30 pg/ml, principalmente aos 7 e 14 dias;

» ndo mudou a deteccdo de fosfatase alcalina em células de ratas saudaveis e
diminuiu a mesma significativamente nas concentragdes de 10 e 30 ug/ml em
células de ratas ovariectomizadas, chegando a valores similares aos grupos
controles, aos 7 e 10 dias;

» aumentou a mineralizacdo aos 17 dias nas células de ratas saudaveis e diminuiu
a mesma em células de ratas ovariectomizadas aos 17 e 21 dias, chegando a
valores similares aos controles.

» a expressao dos genes foi maior no grupo em células de ratas saudaveis que

receberam o licopeno na concentragéo de 30 pg/ml.
2) a incorporacdo do licopeno aos scaffolds de PLLA:

» permitiu a neoformacao 0ssea a partir das bordas do defeito na calvaria de ratas
saudaveis e ovariectomizadas, independente da presenca ou ndo do licopeno.

» permitiu neoformacdo déssea qualitativamente maior no grupo ovariectomizado
que recebeu o scaffold PLLA/Licopeno quando comparado ao grupo OVX que
recebeu somente o scaffold de PLLA.

» permitiu a osseointegracdo do tecido d6sseo neoformado com o scaffold de
PLLA.

Estes dados sugerem que o licopeno pode influenciar positivamente o
metabolismo 6sseo em situacdo de osteoporose ou tecido 6sseo saudavel, mostrando
potencial promissor no tratamento da osteoporose pOs-menopausa e sua incorporagdo

em scaffolds para auxiliar o reparo 6sseo.
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Certificamos que o trabalho AO0093 - INFLUENCIA DO LICOPENO NA
ATIVIDADE FUNCIONAL DE CELULAS OSTEOBLASTICAS DA CALVARIA DE
RATAS OVARIECTOMIZADAS de Alves GA*, Fernandes RR, Pitol DL, Ricoldi MST,

Sousa LG, Siessere S, Prado KFB foi apresentado na modalidade Apresentacao
Oral




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE Pr

UNIVERSIDADE DE SA0O PAULO

c E U A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

CoMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

ComissAo e ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICATE CEUA - FORP/USP

We hereby certify that the project entitled “Effect of lycopene on calvaria bone
of ovariectomized rats: in vitro study of osteoblastic cells and in vivo study with
PLLA/ lycopene scaffold implant in critical bone defects” Protocol n° 2019.1.483.58.3
under the responsibility of Profa. Dra. Karina Fittipaldi Bombonato Prado — involving the
production, maintenance and/or use of animals from the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human), for purposes of scientific research (or teaching) — is in
accordance with the provisions of Law No. 11.794, of October 8th, 2008, Decree No. 6899
of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Board of Animal Experimentation
Control (CONCEA), with the Ethical principles in animal research adopted by the Animal
Research Ethics Committee of the School of Dentistry of Ribeirdo Preto, University of Sao

Paulo, Brazil, andwas approved in 04/07/2019.

Duration of the Project 01/08/2019 a 01/08/2021

Species/Lineage Heterogenic Rats / Wistar Hannover

N° ofanimals 40
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Gender Female

Origin Central Animal Research Facilities of Campus Ribeirdo
Preto — University of Sdao Paulo

Ribeirao Preto, July 4th, 2019.
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tecido osseo da calvaria de ratas ovariectomizadas: estudo in vitro em células
osteoblasticas e in vivo com implante de scaffold de PLLA/licopeno em defeitos
6sseos criticos”, Protocolo n® 2019.1.483.58.3, sob a responsabilidade da Profa. Dra.
Karina Fittipaldi Bombonato Prado— que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizagéo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
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