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RESUMO

SANTIS, José Bernardo. Avaliacdo in vitro da pré-administracdo de
licopeno na atividade funcional e na manutencéo da morfologia das células
osteoblasticas MC3T3-E1 cultivadas sobre discos de titanio
nanotexturizados e submetidas ao estresse oxidativo. 2022. 92p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias). Faculdade de Odontologia de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo. Ribeirdo Preto, 2022.

Muitas tentativas tém sido feitas para modificar as propriedades da
superficie de biomateriais para favorecer a integracao e a fixacao de implantes
ortopédicos e dentarios em pacientes saudaveis e com doencgas cronicas 0sseas
como a osteoporose. A patogénese da osteoporose esta associada com o
estresse oxidativo e com isso a associacao de estratégias terapéuticas com
antioxidantes com efeitos colaterais minimos tem sido investigada. Entre as
diversas substancias antioxidantes, o licopeno é um importante carotenoide com
alta capacidade de eliminar moléculas de oxigénio singlete, podendo atuar na
reducédo do estresse oxidativo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o potencial estimulatério do licopeno na atividade funcional de células
osteoblasticas cultivadas sobre a superficie de discos de titanio nanotexturizado
e submetidas a estresse oxidativo. Foram utilizadas células imortalizadas
MC3T3-E1 cultivadas em garrafas de cultura até a subconfluéncia. Em seguida,
as células foram colocadas em placas de 24 pocos em uma concentracao de 2
x10% (n=5) e divididas nos grupos: Controle (C), Controle + Estresse Oxidativo (C
+ EO), Licopeno (L), Licopeno + Estresse Oxidativo (L + EO). O EO foi realizado
por meio da adicdo de 120 umol/L de peréxido de hidrogénio nos pocos por 4
horas antes dos ensaios bioquimicos. Foram realizados 0s seguintes ensaios:
adesdao celular ap6s 24 horas e 3 dias; viabilidade celular (MTT) e atividade da
fosfatase alcalina in situ (ALP) apds 3, 7 e 10 dias; quantificacdo de nddulos de
mineralizacdo por vermelho de alizarina apds 14 dias; analise da morfologia e
integridade celular e deteccéo intracelular de espécies reativas de oxigénio apos
24 horas e 3 dias. Os dados obtidos foram analisados por meio do teste

estatistico ANOVA no software Graph Pad Prism 5.0 com nivel de significancia



de 5%. Os resultados obtidos mostraram um aumento significativo da viabilidade
celular aos 3 dias para o grupo L em quando comparado aos outros grupos
experimentais. A deteccdo de ALP in situ foi significativamente menor no grupo
C+EO aos 10 dias de cultura. A quantificacdo de nddulos mineralizados foi
similar para todo os grupos experimentais. A adesao celular foi qualitativamente
maior nos grupos C, L e L+EO quando comparado ao grupo C+EO, sendo que
a contagem de células mostrou uma diminuicdo significativa no grupo C+EO
guando comparado aos grupos C e L nos periodos experimentais. A analise da
morfologia celular mostrou manutencdo do volume citoplasmaético e integridade
nuclear, com maior organizacao da arquitetura citoesquelética no grupo L+EO
guando comparado ao grupo C+EO ap0s 24 horas e 3 dias de cultura. Os dados
obtidos sugerem a pré-administracdo do licopeno na concentracdo selecionada
em cultura de células osteoblasticas MC3T3-E1 em discos de titanio
nanotexturizados, associada a exposi¢cao ao peroxido de hidrogénio, favoreca a
integridade morfolégica celular e adeséo a superficie de biomateriais. O uso do
licopeno para estimular a atividade funcional celular deve ser investigado em
outras concentracdes, para avaliar seu potencial em casos de alteracdes do
metabolismo 0Osseo associado ao estresse oxidativo, como ocorre na

osteoporose.

Palavras-chave: Osteoporose, Licopeno, Titanio.
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ABSTRACT

SANTIS, José Bernardo. In vitro evaluation of lycopene pre-
administration on the functional activity and maintenance of the
morphology of osteoblastic cells MC3T3-E1 cultured on nanotextured
titanium disks and subjected to oxidative stress. 2022. 92p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias). Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo. Ribeirdo Preto, 2022.

Many attempts have been made to modify the surface properties of
biomaterials to improve the integration and fixation of orthopedic and dental
implants in healthy patients and those with chronic bone diseases such as
osteoporosis. The pathogenesis of osteoporosis is associated with oxidative
stress and therefore the association of therapeutic strategies with antioxidants
with minimal side effects has been investigated. Among the various antioxidant
substances, lycopene is an important carotenoid with a high capacity to eliminate
singlet oxygen molecules, which may act to reduce oxidative stress. Thus, the
objective of this work was to evaluate the stimulatory potential of lycopene on the
functional activity of osteoblastic cells cultivated on the surface of nanotextured
titanium discs and subjected to oxidative stress. Immortalized MC3T3-E1 cells
grown in culture bottles to subconfluence were used. Then, the cells were placed
in 24-well plates at a concentration of 2x104 (n=5) and divided into groups:
Control (C), Control + Oxidative Stress (C + EO), Lycopene (L), Lycopene +
Oxidative Stress (L + EO). The EO was performed by adding 120 umol/L of
hydrogen peroxide to the wells for 4 hours before the biochemical tests. There
were evaluated the following parameters: cell adhesion after 24 hours and 3
days; cell viability and in situ detection of ALP after 3, 7, and 10 days;
mineralization after 14 days; cell morphology and reactive oxygen species
detection after 24 hours and 3 days. Data obtained were analyzed through
ANOVA statistical tests in the software Graph Pad Prism 5.0 for p<0.05. Os The
results showed a significant increase in cell viability after 3 days for group L when

compared to other experimental groups. The in situ ALP detection was



significantly decreased in the group C+EO after 10 days of culture. The
guantification of mineralized nodules was similar among all the groups. Cell
adhesion was qualitatively increased in the groups C, L, and L+EO, with a
significantly decreased adhesion of cells from the group C+EO. The evaluation
of cell morphology showed better maintenance of cytoplasmatic and nuclear
volume, with better organization and spreading of cytoskeletal architecture in the
group L+EO when compared to group C+EO after 24 hours and 3 days of culture.
Data obtained suggest that pre-administration of the selected concentration of
lycopene in the culture of MC3T3-E1 cells on nanotextured titanium disks,
associated com exposition to hydrogen peroxide, favors the maintenance of cell
morphology and integrity, as well as adhesion to biomaterial surfaces. The use
of lycopene to stimulate functional activity must be investigated in other lycopene
concentrations, to evaluate its potential in situations of bone metabolism injuries

associated with oxidative stress, as it occurs in 0steoporosis.

Key words: Osteoporosis, Lycopene, Titanium.
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SUMARIO







1. INTRODUGCAO ..ttt ettt ettt ettt ettt et et 38

2. OBJETIVOS. ..ttt et e et e it et e e e e e it r i e e e e 45
2.1 OBJETIVO GERAL ..ottt 45
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ccoi ittt 45
2.2.1. ENSAIOS BIOQUIMICOS......uuviiiieeeeeiiiiiiieiee e e e e e s e ettt e e e e e e e e st e e e e e e e s s enanaaaeeeeas 45
2.2.2. ENSAIOS MORFOLOGICOS ...vviiieeeeeieiiiiieieeeeeeeaaasiataeeasaeeeaasssasssaesaaaeeesssensssneeeeens 45
3. MATERIAL E IME TODOS ittt it st e ettt st eteiits et sisstsaeeitaitiaieeaesieeas 49
3.1. PREPARO DE OBTENCAO DOS DISCOS DE TITANIO NANOTEXTURIZADOS.............oc...... 49
3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ....cciiiititiiiieeeeeeseeeiitieeeeeeeeeaeesasasseeeeeeessssnnnssneeeeeas 50
3.3. CULTURA CELULAR ..ottt e e e e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e s e e e e e e e e e e s s enaaareaeeeas 51
3.4. INDUGCAO DO ESTRESSE OXIDATIVO ......uuvviiiireeeeeeiiiiiiireeeeeeeaaeeiisssssseeeeeessssnsnsssseeeess 52
3.5. ADMINISTRAGAO IN VITRO DO LICOPENO ....ceviieeiiiiiiiiieieeeeeeeeeseiissneeeeeeeesssensnssseeeens 53
3.6. ENSAIOS BIOQUIMICOS .....uuiiiiiiiieeee et ettt e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s e eaaaraeeeens 53
3.6.1. VIABILIDADE CELULAR .....uttttiiieeeeeeieiittttteeseeeeeaaasiassssessaeeeassssassssssseeeeeesssansssssseeeens 53
3.6.2. ANALISE DA ATIVIDADE DE ALP IN SITU ..ueitiiiieiiiiiiiiiiiiee e e e et e e e e e iiveeeee s 54
3.6.3. FORMAGAO E QUANTIFICAGAO DE MATRIZ MINERALIZADA..........cuuuiiiieeeeasiiiiieeeneenens 55
3.7. ANALISE MORFOLOGICA .....ettttttietiiieetteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesseesseeeeseeeeeeees 56
3.7.1. MORFOLOGIA CELULAR ....ttttititeeeeasaaunttteeeeaaeeaasasnssteeeaaaeeassannssssseeeeasessssnsnsssseesens 56
3.7.2. ADESAO CELULAR ...cettttittittitttttteteeeeeeeeettteteeee ettt et ettt ettt ettt et e et ettt e e et e e e e eeeeeeeeeeeeeeeees 57
3.7.3. DETECCAO INTRACELULAR DOS NIVEIS DE EROS POR FLUORESCENCIA.................. 57
3.8 ANALISE ESTATISTICA ...etttttitttteeteteteeteeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeaeteeeeeeeeteeseeeeseeeeeeseeeeeeeeeeeeees 58
4. RESULTADOS ...ttt ettt e e 61
4.1. VIABILIDADE CELULAR (MTT) ittt 61
4.2. ANALISE DA ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA (ALP) INSITU ...ccvvviiiiieeeeeeceeee 63
4.3. QUANTIFICAGAO DE NODULOS DE MINERALIZAGAO ......cuvviiiiiieeeesiiiiiiiieeeeeeeeeennenens 65
4.4, ENSAIO DE ADESAO CELULAR ....utttttteeeetiiuttttertteeesasssisstssnereeeesssssnsssssserseseesessnnnnnes 65
4.5. MORFOLOGIA CELULAR ...cceiiitttitiittaeeeasaettttetaaaeeaaassssssaaaaaaseaasssnsssnsaneeeeeesssnnssnnns 69
4.6 ANALISE QUALITATIVA DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS) ......ceeeeneeeee. 71
D DISCUSSAD ...ttt ittt ettt et et et et e et et e et et e et et e et e ettt it e i e e e et i et e et erens 76
6. CONCLUSAQ ..ottt st e s it st s s es e s s s e e ersersesersarsereereereteersareans 84

REFERENCIAS ..o 89







INTRODUCAO







38

1. INTRODUCAO

Os biomateriais sdo materiais naturais ou sintéticos usados para substituir
a estrutura biolégica perdida restaurando sua forma e funcado (GEETHA et al.,
2009). Com o aumento da expectativa de vida e envelhecimento da populacdo
mundial, os biomateriais estdo cada vez mais presentes em nossa vida. Entre os
diversos materiais disponiveis com finalidade biomédica, destacam-se
atualmente o titanio e suas ligas, sendo objeto de estudo devido a sua crescente
aplicacgéo.

Na Odontologia o titanio € o material de escolha para fabricacdo de
implantes dentarios, pois apresenta propriedades que atendem a requisitos
importantes para ocorrer a osseointegracao, como excelente biocompatibilidade,
resisténcia a corrosdo, alta resisténcia, modulo de elasticidade relativamente
baixo e usinabilidade (JEMAT et al., 2015). Apesar das suas excelentes
caracteristicas como biomaterial, a previsibilidade dos implantes dentarios tem
sido variavel, uma vez que o titanio por si sO € incapaz de induzir a aposicao
0ssea, por isso, pesquisas recentes estdo focadas na melhoria dos tratamentos
de superficie para promover uma integracao precoce, encurtando assim o tempo
necessario para o tratamento (COSTA et al., 2015). Como a superficie do
biomaterial € a Unica regido em contato com o tecido ésseo, muitas tentativas
tém sido feitas para modificar as propriedades da superficie para melhorar a
integracado e a fixacdo mecanica. A rugosidade da superficie desempenha um
papel importante na fixacdo e diferenciacéo celular. O aumento da aspereza da

superficie pode levar a um aumento na area disponivel para a interacdo celular
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e proteica com os implantes (AGARWAL; GARCIA, 2015). Atualmente ha uma
variedade de tratamentos de superficie disponiveis visando melhorar e acelerar
0 processo de osseointegracao, possibilitando uma instalacdo mais precoce da
prétese e a reabilitacdo do paciente em um periodo reduzido. As superficies dos
implantes de titanio podem ser classificadas em cinco grupos: usinadas,
macrotexturizadas, microtexturizadas, nanotexturizadas e biomiméticas (DE
CARVALHO et al., 2009). As técnicas comerciais mais utilizadas sao jateamento
com areia, condicionamento &acido e pulverizacéo de plasma de hidroxiapatita (LI
et al.,, 2004). O condicionamento acido € um dos métodos mais amplamente
utilizados produzindo uma nanotextura na superficie de titdnio sem deixar
nenhum residuo. Isso pode ser realizado com um uUnico acido ou uma
combinacéo de acidos (SOLA-RUIZ, M. F. et al, 2017).

O resultado da integracéo entre um biomaterial e o tecido ésseo saudavel
pode ser diferente quando comparado a osseointegracdo em um paciente com
doencas crbnicas degenerativas na presenca de estresse oxidativo, como € o
caso da osteoporose. Ha evidéncias crescentes de que o estresse oxidativo,
induzido por espécies reativas de oxigénio (EROs), aumenta com o
envelhecimento e/ou processos inflamatérios, os quais podem afetar
adversamente a homeostase 0ssea, induzindo a apoptose de osteoblastos e
ostedcitos, favorecendo a osteoclastogénese e inibindo a mineralizacdo e
osteogénese (DOMAZETOVIC et al., 2017). Estudos recentes sugerem que a
perda Ossea pds-menopausa pode ser causada por EROs, que induzem um
microambiente 0sseo mais oxidado, inibindo a diferenciacédo e proliferacao de

osteoblastos. Assim, um desequilibrio nos niveis de EROs pode acelerar a
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reabsorcdo 6ssea, resultando em fragilidade e fratura: em conformidade,
eliminar EROs em excesso seria uma abordagem eficaz para manter a
integridade Ossea (ARDAWI et al., 2016). Dessa forma, antioxidantes que
inativam as EROs e fornecem protecdo contra danos oxidativos estdo sendo
considerados como importantes moléculas estratégicas preventivas (ARDAWI et
al., 2016). Além disso, os macro e micronutrientes presentes na alimentacao
contribuem para a saude do esqueleto, apoiando a producdo e mineralizacao da
matriz 6ssea (SACCO; HORCAJADA; OFFORD, 2013).

Entre os antioxidantes mais estudados estéo os polifendis (e.g. flavonoides,
catequinas, epicatequinas, epigalocatequinas e antocianinas) e os carotenoides,
exemplificados com o licopeno, luteina, zeaxantina e astaxantina. O licopeno é
um importante carotenoide responsavel pela cor vermelha nas frutas e que exibe
varios beneficios, com dados epidemioldgicos indicando a correlacédo entre a
ingestao de licopeno e diminuicdo de varias doencas cronicas, incluindo certos
tipos de cancer e doencas cardiovasculares (SAINI et al., 2020). Ainda néo se
sabe se os beneficios ocorrem devido a estrutura original do licopeno ou de seus
metabolitos como os licopenals, licopenols e acido licopendico (ARBALLO;
AMENGUAL; ERDMAN, 2021). Este carotenoide € sintetizado por plantas e
microrganismos, mas nao é sintetizado por animais ou seres humanos, no
entanto esta disponivel em alimentos como tomate, melancia, toranja cor-de-
rosa, damasco, goiaba cor-de-rosa e papaya (GAJOWIK; DOBRZYNSKA, 2014;
SACCO; HORCAJADA; OFFORD, 2013). A maior fonte de licopeno é derivada
predominantemente dos tomates, sendo sua biodisponibilidade maior a partir de

uma Unica dose de pasta de tomate do que a partir de uma dose igual de licopeno
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de tomates frescos (Johnson, 2002). O licopeno ganhou atencao por sua forte
capacidade antioxidante e por seu potencial para desempenhar um papel
protetor contra uma série de doencas cronicas, incluindo osteoporose (Sacco et
al., 2012). Sendo um dos antioxidantes mais potentes na natureza, de facil
disponibilidade e acesso para a populagdo, apresenta uma capacidade de
eliminacédo de moléculas de oxigénio singlete 100 vezes maior que a de outros
carotenoides. Segundo KELKEL et al. (2011) o licopeno exerce seu efeito
antioxidante principalmente por meio da ativacao da resposta antioxidante ARE
(element/electrophile response element) rompendo as interacfes citosolicas
entre 0 major ARE-activating transcription factor, nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 (Nrf2) e seu inibidor, Kelch-like ECH-associated protein 1
(Keapl). Além disso, segundo ARDAW!I et al. (2021) o licopeno pode aumentar
a expressdo da heme oxigenase (HO)-1, que é uma enzima com acao
citoprotetiva na presenca de EROs e importante no processo de diferenciacéo
osteoblastica.

Um estudo recente in vitro mostrou que células da medula Ossea
indiferenciadas de ratas com osteoporose, quando colocadas em meio de cultura
com licopeno, apresentaram uma maior diferenciacao das células osteoblasticas
diferenciadas aumentando a expressao da enzima fosfatase alcalina e também
a formacao de ndédulos de mineralizacdo quando comparado ao grupo onde néao
houve a administracdo do fitoterdpico (SEMEGHINI et al., 2022). Assim, a
suplementacao e/ou tratamento com antioxidantes é uma abordagem eficaz para

neutralizar e melhorar a producéo excessiva de EROs.
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Estudos in vivo observaram que o licopeno pode influenciar a atividade
funcional de células da medula 6ssea do fémur de ratas ovariectomizadas, assim
como impedir a perda éssea na epifise femoral por meio da ingestao diaria de
licopeno por 30 e 60 dias em uma situacao de osteoporose (OLIVEIRA et al.,
2019). O unico trabalho encontrado na literatura correlacionando o licopeno com
o titAnio é o de Li et al. (2018), que mostraram em um estudo in vivo que a
ingestao por 12 semanas de licopeno favoreceu a osseointegracao, fixacao e
formacdo Ossea adjacente a implantes de titnio em ratas osteopénicas.

A simulacado do estresse oxidativo que acontece na osteoporose pode ser
feita in vitro por meio da adicdo de perdxido de hidrogénio a cultura. Estudos
anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa em modelo in vitro indicam
gue a pré-administracdo de substancias antioxidantes como o extrato de erva-
mate podem prevenir os efeitos deletérios da exposicao celular ao peréxido de
hidrogénio, simulando o estresse oxidativo (CEVERINO et al., 2021). Sendo

assim, a hipotese este trabalho é a de que a administracdo do licopeno em meio

de cultura com células osteoblasticas (MC3T3-E1) cultivadas sobre discos de

titAnio nanotexturizados e submetidas ao estresse oxidativo possa promover: 1)

a atividade funcional celular e 2) a manutencdo da morfologia celular.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar em um modelo in vitro, por meio
de parametros bioquimicos e morfologicos, a a¢do do licopeno diluido em meio
de cultura em células de linhagem osteoblastica MC3T3-E1 cultivadas sobre
discos de titAnio nanotexturizados e expostas a inducdo experimental do

estresse oxidativo por peroxido de hidrogénio.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os parametros analisados foram:

2.2.1. Ensaios Bioquimicos

> Viabilidade celular (MTT)
>  Deteccao e quantificacéo in situ de fosfatase alcalina

>  Deteccao e quantificacdo de nddulos mineralizados

2.2.2. Ensaios Morfolégicos

> Integridade celular (citoplasma e nucleo)
> Adeséo celular (qualitativo e quantitativo)

> Deteccéo intracelular de EROs
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MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparo de obtencao dos discos de titanio nanotexturizados
Discos de titanio (Ti) comercialmente puro de grau 2 de 13mm de diametro
e 2mm de espessura foram polidos em papéis abrasivos de carboneto de silicio
(320 e 600 mesh). Posteriormente, todos os discos foram lavados em sabé&o,
alcool 70° GL e agua deionizada no ultrassom por ciclos de 30 minutos (cada
passagem). Para obtencéo das superficies, foram utilizados volumes iguais de
acido sulfarico concentrado P.A. (Sigma-Aldrich, USA) e 30% de peroxido de
hidrogénio aquoso (H2024q) (Sigma-Aldrich, USA). Em um béquer com os discos
sob agitacdo, foram adicionados primeiramente o peroxido de hidrogénio e
posteriormente na sequéncia sobre um recipiente com gelo, o acido sulfarico.
Apos isso, a solucao foi transferida para outro béquer com os discos, mantida
por 4 horas sob agitacdo continua a temperatura ambiente, dentro da capela de
exaustdo, para obter a superficie nanotexturizada. Apos o condicionamento, 0s
discos foram lavados em ultrassom com agua destilada por 20 minutos e secos
na estufa para posteriormente serem esterilizados em autoclave para seu uso

na cultura celular (TAVARES et al., 2007).
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Figura 1. Processo de nanotexturizacdo dos discos de titAnio em acido sulfirico concentrado e
peréxido de hidrogénio aquoso. Os discos foram mantidos por 4 horas sob agitagdo, dispostos
na lateral do fundo do béquer com uma pulga central e a face lixada voltada para cima.

3.2. Delineamento Experimental

A — Osteoblasto
* A — Llicopeno
w AAAA AAAA
. )*— Estresse Oxidativo
C C+EO L L+EO
B o MTT
« Fosfatase Alcalina in situ
* EROS o Mineraltzac
* Imunofluorescéncia ¢ Adesdo Eranzagno
3 ® ® ° °
10 dias
e MTT
* Fosfatase Alcalina in situ
* EROS
Plagqueamento * Adesdo

Figura 2. A - Delineamento experimental dos grupos, sendo “C” grupo controle, “C + EQ” controle
com estresse oxidativo, “L” licopeno e “L + EO” licopeno com estresse oxidativo. B — Linha do
tempo a partir do plaqueamento celular sobre os discos de titanio com os periodos e ensaios

realizados em cada tempo experimental.
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3.3. Cultura Celular

A linhagem celular utilizada neste trabalho foi a MC3T3-E1. As células sé&o
conservadas em tubos criogénicos de 2 ml em tambores de nitrogénio liquido e,
guando necessario, sdo descongeladas para obtenc¢éo das culturas.

Ap6s o descongelamento, as células foram cultivadas em garrafas de
cultura de 75 cm® com 10 ml de meio de alfa-MEM, 10% de soro fetal bovino e
2,75ml de penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA). Durante todo o tempo de cultivo, as células foram mantidas a 37°C em
atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico e 0s meios
foram trocados a cada dois dias. Apos atingir a subconfluéncia, as células foram
removidas dos frascos de cultura por meio de tratamento com EDTA 1mM
(Gibco) e tripsina 0,25% (Gibco), cultivadas sobre discos de titanio
nanotexturizados em meio osteogénico (com a adicdo de 5ug/mL de &acido
ascorbico e 7mM de B-glicerofosfato) em placas de 24 pogcos em uma

concentracdo de 2 x10% por poco e divididas nos grupos citados.
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Figura 3. Preparacéo da placa de 24 pogos antes do plaqueamento. Os discos de titanio foram
previamente esterilizados com a face nanotexturizada voltada para cima e colocados dentro dos
pogos com uma pinga de titanio grau 2.

3.4. Inducéo do estresse oxidativo

Para realizar a inducédo do estresse oxidativo, foi utilizado o peroxido de
hidrogénio (H202), comumente utilizado em diferentes concentracdes para
promover o estresse oxidativo e apoptose. As concentracdes que estressam as
células em estudos in vitro e podem levar até a apoptose variam entre 300 uM e
500 uM (Dan et al., 2018). Foi seguido o protocolo de CEVERINO et al. (2021),
adicionando-se 400 pymol/L H202 a cultura e inicialmente partiu-se de uma
solucdo de peroxido de hidrogénio a 30% (100 volumes). Nos primeiros
experimentos, as células morreram sem a possibilidade de realizar qualquer

ensaio. Assim, foi feita a diluicho em agua deionizada a 9% (30 volumes) na



53

proporcéo 3:10 e utilizado 1,01 ml de peroxido de hidrogénio juntamente com
98,99 ml de meio essencial minimo, ndo suplementado, para uma solucao de
100 ml, portanto foram adicionados 120 ymol/L de H2O- na cultura. As placas
foram retiradas da incubadora e o meio de cultura de cada poco foi descartado,
seguido de adicao de 1000 pL por poco da solugcdo de meio com perdxido. Em
seguida a placa foi novamente colocada na incubadora a 37°C por 4 horas para
inducdo do estresse oxidativo. Apés este periodo, toda solucéo foi descartada

dos pocos e 0s ensaios realizados.

3.5. Administragé&o in vitro do licopeno

Foi utilizado o licopeno (Kangdou Biotech, China) na concentracao de
10%, com certificado de analise de controle de qualidade emitido pela Via
Farma (S&o Paulo, Brasil). Apés sua solubilizacdo em &agua destilada, o
licopeno foi administrado na concentracao de 30 pg/mL, seguindo protocolos ja
realizados em nosso laboratorio e baseados na literatura (ZENG et al., 2017).
A diluicdo foi preparada a cada troca de meio de cultura, que foi feita a cada

dois dias.

3.6. Ensaios Bioquimicos
3.6.1. Viabilidade celular
Apés 3, 7 e 10 dias, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio

colorimétrico MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio])

(Sigma®). Apds remocdo do meio de cultura, as células foram incubadas com
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solucdo de MTT em meio de cultura por 4 horas a 37°C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. ApOs 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 solugéo de
isopropanol &cido em cada poc¢o sob agitacdo por 5 minutos, para a solubilizagédo
completa do precipitado formado. Aliquotas de 150uL foram retiradas dos pocos
e transferidas para uma placa de 96 pocos para medida colorimétrica em
espectrofotometro (pQuant, Bio-tek Instruments, Inc.) a 570nm. Os valores de

absorbancia obtidos foram submetidos a analise estatistica.

3.6.2. Andlise da atividade de ALP in situ

Apos 3, 7 e 10 dias, foi analisada a atividade da enzima fosfatase alcalina
(ALP) in situ. Foram preparadas duas solucdes: a solucdo 01 foi feita em um
béquer com 320 mg de Triz (Sigma) dissolvidos em 20 ml de 4gua deionizada, e
a solucdo 02 foi preparada em outro béquer diluindo 7 mg de Naftol (AS-MX
Phosphate) cat, N4875-1g (Sigma®) em 2 ml de dimetilformamida (Merck). Em
seguida foram descartados 2 ml da solugéo 01, transferidos os 2 ml da solucéo
02 e dissolvido mais 2 mg de Fast Red (Sigma® cat. F8764-5g) para o béquer da
solucéo 01 resultando assim na solucdo 03. Apdos o preparo da solucéo 03, as
placas foram retiradas da incubadora, retirado o meio de cultura na bancada e
cada poco lavado com cerca de 1,8 a 2 ml de PBS néo filtrado aquecido por 2
vezes. Em seguida foi adicionado 1 ml da solu¢do 03 em cada poco e a placa
incubada por 30 minutos. Apds esse periodo, a placa foi retirada da incubadora

e descartada a solucdo 03 de cada poco. Ao final, ap6s a secar a placa,
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fotografou-se os discos sobre a tampa da placa para analisar quantidade de
regides coradas pelo Fast Red através do software ImageJ indicando a atividade

da fosfatase alcalina in situ por meio dos pixels das imagens geradas.

3.6.3. Formagéo e quantificacdo de matriz mineralizada

A formacao de matriz mineralizada foi avaliada aos 14 dias. Apés remocéao
do meio de cultura, os pogos foram lavados 2 vezes com PBS (Gibco) aquecido
a 37°C, preenchidos alcool 70% e levados a geladeira por 1 hora. Apés isso,
foram lavados com PBS aquecido e agua deionizada. ApOs secagem, 0S pogos
foram corados com vermelho de alizarina (Sigma) e as areas de mineralizacéao
ricas em calcio, ficaram evidenciadas pela coloracdo vermelha. Para
guantificacdo da coloracdo segundo método de Gregory et al. (2004), 150uL de
acido 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 13.000
rpm por 20 minutos. Um volume de 150uL do sobrenadante foi transferido para
uma placa de 96 pocos (Corning) e 40uL de hidroxido de amoénia a 10%
(Quimibras, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi adicionada. A leitura foi realizada em

espectrofotdmetro (Bio-Tek) em um comprimento de onda de 405nm.
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3.7. Analise Morfoldgica

3.7.1. Morfologia celular

A analise da morfologia celular por fluorescéncia foi realizada com o intuito
de avaliar os osteoblastos quando induzidos ao estresse oxidativo e a agéo
antioxidante sobre sua morfologia através da coloracdo dos ndcleos e
citoesqueletos celulares. As células foram cultivadas sobre discos de titanio e
apos 24 horas e 3 dias de cultura foram fixadas em paraformaldeido a 4% em
tampéo fosfato a 0,1 M, pH 7,2 (PB), por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apos isso, as células foram mantidas em PB na geladeira até o dia do ensaio.
Na fluorescéncia, as células foram processadas rotineiramente com é feito na
imunofluorescéncia (TAMBASCO DE OLIVEIRA; NANCI, 2004). A
permeabilizacdo foi feita com solugdo de Triton X-100 a 0,5% em PB por 10
minutos, seguido de lavagem com PB 3 vezes 5 minutos cada. Nao foi realizado
0 bloqueio com leite em pd pela auséncia de anticorpos. Para a coloracao do
citoesqueleto celular, foi utilizada faloidina conjugada com Alexa Fluor 594 red
(Molecular Probes, EUA) 2:400, por 50 minutos. Apds isso, as amostras foram
lavadas com PB 3 vezes 5 minutos cada e em seguida incubadas com DAPI (4,
6-diamino-2-phenylindole, dihydrochloride/Molecular Probes-1,5:400) por 5
minutos, sendo em seguida lavadas com agua deionizada. Os discos foram
colados em uma lamina histolégica com cola Super Bonder® (Loctite®) e em
seguida foi colada uma laminula de 14 mm sobre o disco com meio de montagem
anti-fade (Prolong, Molecular Probes). As marcacbes foram analisadas por

epiluminacédo em microscopio de fluorescéncia Leica (Alemanha).
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3.7.2. Adesao celular

A analise da adesdo celular foi feita através de 15 fotos tiradas
aleatoriamente de cada grupo no ensaio de fluorescéncia de 24 horas e 3 dias
através da coloracéo pelo DAPI. O intuito deste ensaio foi avaliar a imagem das
células e a quantidade média delas aderidas sobre o disco de titanio. ApGs a
contagem foi calculada a média de cada amostra e realizados os testes

estatisticos de comparagéo entre 0s grupos.

3.7.3. Deteccéo intracelular dos niveis de EROs por fluorescéncia

Este ensaio evidencia as EROs pelo método da dihidroetidina (DHE) cuja
formula quimica é 2',7'-diclorodihidrofluoresceindiacetato (H2DCFDA), sendo
utilizada como um indicador de espécies reativas de oxigénio. Inicialmente
preparou-se a solucdo mae de DHE (25 mg de DHE para 396 L de DMSO para
se obter uma solucdo a 10?). A partir desta solucéo, foi feita a diluicido em 5uM
de PBS através da proporcdo de 1 ul de solucdo méae para 999 pyL de PBS em
um tubo envolto por papel aluminio na auséncia de luz, para entdo utilizar 200
ML desta solucdo por amostra, preparando-se a quantidade total de 3 ml.
Inicialmente, foi removido o meio de cultura das placas, e as amostras lavadas
com PBS aquecido e transferidas para outra placa limpa. A partir deste momento
todos os passos foram realizados no escuro com papel aluminio sobre a placa.
Em seguida, foram colocados 200 uL de solucao diluida de DHE por 15 minutos
em temperatura ambiente, para em seguida lavar as amostras com PBS 3 vezes

por 3 minutos cada lavagem. Feito isso, as amostras foram fixadas em
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paraformaldeido 4% por 10 minutos na bancada e lavadas novamente mais 3
vezes por 3 minutos. As amostras foram aderidas em uma lamina histoldgica
com Super Bonder® (Loctite®) e a uma laminula com meio de montagem anti-
fade (Prolong, Molecular Probes). A fluorescéncia foi monitorada sob um
microscépio de fluorescéncia invertido (DMI3000 B; Leica) usando comprimento
de onda de excitacdo/emissdao de 535 nm. Os aumentos de sinal foram
apresentados como a razao pico/fluorescéncia basal (F/FO). Este protocolo
segue o que foi descrito por ZHANG et al. (2019). As marcacdes foram

analisadas por epiluminacdo em microscoépio de fluorescéncia Leica (Alemanha).

3.8. Analise estatistica

Os dados obtidos dos ensaios in vitro foram submetidos a analise dos
dados paramétricos e ndo parameétricos com a analise de variancia (ANOVA),
seguida do poés-teste para comparacdes mdultiplas entre os grupos. O nivel de

significancia foi de 5%, e foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0e.
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4. RESULTADOS

4.1. Viabilidade Celular (MTT)

Os ensaios de MTT foram feitos nos periodos de 3, 7 e 10 dias, onde foi
possivel observar que a viabilidade celular foi significativamente maior nos
grupos que nao receberam peréxido de hidrogénio, independente da
administracao do licopeno (Figura 4).

Na analise comparativa dos periodos experimentais, pode ser observado
gue houve aumento da viabilidade celular ao longo do tempo no grupo C entre 3
e 7 dias de cultura e no grupo L entre 7 e 10 dias de cultura. Ja os grupos C+EO
e L+EO apresentaram baixa viabilidade sem aumento significativo ao longo do

experimento (Figura 5).
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Figura 4. Viabilidade das células osteoblasticas MC3T3-E1 cultivadas sobre titanio
nanotexturizado e divididas em grupo controle (C), controle + estresse oxidativo (C+EO),
licopeno (L) e licopeno + estresse oxidativo (L+EO). As colunas que ndo possuem a mesma letra
indicam diferenca estatistica entre os grupos. Teste estatistico ANOVA para p<0,05.
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Figura 5. Viabilidade ao longo dos periodos experimentais das células osteoblasticas MC3T3-
E1 cultivadas sobre titAnio nanotexturizado e divididas em grupo controle (C), controle + estresse
oxidativo (C+EO), licopeno (L) e licopeno + estresse oxidativo (L+EO). As colunas que nédo
possuem a mesma letra indicam diferenga estatistica entre os grupos. Teste estatistico ANOVA
para p<0,05.

4.2. Analise da atividade da fosfatase alcalina (ALP) in situ

Os resultados deste ensaio foram coletados nos periodos de 3, 7 e 10 dias
e posteriormente os discos foram fotografados e quantificados no programa
ImageJ através da quantificacdo de pixels vermelhos obtidos pela coloracao Fast

Red (Sigma).
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Figura 6. Gréfico da porcentagem de ALP corada em vermelho por Fast Red na cultura de
células osteoblasticas MC3T3-E1 cultivadas sobre titanio nanotexturizado e divididas em grupo
controle (C), controle + estresse oxidativo (C+EQ), licopeno (L) e licopeno + estresse oxidativo
(L+EO) durante os periodos de 3, 7 e 10 dias. As colunas que ndo possuem a mesma letra
indicam diferenca estatistica entre os grupos. Teste estatistico ANOVA para p<0,05.

Nos periodos de 3 e 7 dias, ndo houveram diferencas significativas entre
0S grupos experimentais, apesar de um aumento qualitativo de deteccéo de ALP
no grupo L aos 3 dias. Ja aos 10 dias, foi observado uma diminuicao significativa

de fosfatase alcalina no grupo C+EO quando comparado ao grupo C (Figura 6).
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4.3. Quantificacdo de Nodulos de Mineralizagéo

Este ensaio foi realizado pelo método de Midura (STANFORD et al.,
1995), no qual as células foram fixadas em alcool 70%. Os nddulos foram
corados com vermelho de alizarina (Sigma) e feita a fotografia dos discos para
analise qualitativa, para entdo posteriormente ser realizada a quantificacéo pelo
método da extracdo deste pigmento. Foi observado que, apds 14 dias de cultura,

ndo houve diferencgas estatisticas entre 0s grupos experimentais (Figura 7).
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Figura 7. Quantificacdo do vermelho de alizarina extraido dos nddulos de mineraliza¢&o. Grupos:
Controle (C); Controle + Estresse Oxidativo (C + EO); Licopeno (L); Licopeno + Estresse
Oxidativo (L + EO). Letras diferentes sobre os grupos indicam diferenca estatistica. Teste
estatistico ANOVA para p<0,05.

4.4. Ensaio de Adesao Celular

Este ensaio foi realizado a partir da contagem de células marcadas pelo

DAPI na fluorescéncia a partir de 15 imagens aleatdrias em cada disco de todos
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0S grupos experimentais. A analise qualitativa demonstra maior quantidade de
células no grupo L+EO quando comparado ao grupo C+EO nos periodos de 24
horas (figura 08.1., A e B) e em 3 dias (figura 08.1., C e D). O resultado mostrou
a diferenca devido a presencga do antioxidante na quantidade de células aderidas
sobre a superficie de titdnio quando submetidos ao estresse oxidativo (A e B em
24 horas; C e D em 3 dias). J& na Figura 8.2, podemos observar as 24 horas,
um aumento significativo da adeséo celular das células do grupo L quando
comparado aos outros grupos, além de uma diferenca significativa no aumento
da adeséao do grupo L+EO quando comparado ao grupo C+EO. Ja aos 3 dias de
cultura, houve uma diminuigéo significativa na adeséo celular no grupo C+EO
guando comparado ao grupo C e ao grupo L. O grupo L+EO foi estatisticamente

similar aos grupos C+EO e L.



L C+EO

L +EO

24 horas

3 dias

67



68

Adesao 24 horas

40- —a_
o 304
KL
3 ab
‘©
(3]
Q
e]
=
v O
&
v
Adesao 3 Dias
150-
a
% 1004
% b
e X bc
e}
° 50
=
0 T T
v O
R
v

Figura 8. - Adesao celular de células MC3T3-E1 cultivadas sobre titanio nanotexturizado
divididas em grupo controle (C), controle + estresse oxidativo (C+EQO), licopeno (L) e licopeno +
estresse oxidativo (L+EQ) durante os periodos de 24 horas e 3 dias. p4 Gréafico da média entre
0s grupos. Letras diferentes sobre os grupos indicam diferenga estatistica. Teste estatistico

ANOVA para p<0,05.
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4.5. Morfologia Celular

A fluorescéncia foi realizada com 24 e 72 horas (3 dias) com o objetivo de
analisar a morfologia celular nesses periodos. Pode ser observado na Figura 9
que as células do grupo C e do grupo com L apds 24 horas e 3 dias de cultura
estdo bem espraiadas sobre o disco de titanio, exibindo arquitetura
citoesquelética padrdo, o que pode ser observado em vermelho. Todas as
células apresentam nucleo intacto sem sinais de apoptose, 0 que pode ser
observado em azul. Entretanto, as células do grupo C+EO mostram alteracdes
em sua arquitetura, com contragcao e irregularidade na distribuicdo de actina,
culminando com escassez de citoplasma e nucleos com volume reduzido. As
células do grupo L+EO, apesar de ndo apresentarem morfologia semelhante aos
grupos controles, mostram manutencao do volume citoplasmatico e integridade
nuclear, com maior organizacdo da arquitetura citoesquelética quando

comparado ao grupo C+EO ap0s 24 horas e 3 dias de cultura.
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24 horas 3 dias

L+ EO

Figura 9. Fluorescéncia da morfologia celular osteoblastica MC3T3-E1 através da coloragdo
nuclear com DAPI e citoesqueleto com faloidina 594 red. Grupos nas linhas: Controle (C);
Controle + Estresse (C+EO); Licopeno (L); Licopeno + Estresse (L+EO). Periodos experimentais
nas colunas: 24 horas e 3 dias.
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4.6 Analise Qualitativa das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

O ensaio para a deteccdo das EROs foi feito nos periodos de 3, 7 e 10
dias. A analise qualitativa deste experimento foi feita a partir de imagens

realizadas no microscopio de fluorescéncia Leica (DMI3000 B; Leica) com

comprimento de onda 535 nm, seguindo o protocolo de ZHANG et al. (2019).

3 dias 7 dias 10 dias

o ---

C+EO

Figura 10. Fluorescéncia das espécies reativas de oxigénio, comprimento de onda 535 nm,
coradas em vermelho. Grupos nas linhas: Controle (C); Controle + Estresse (C+EOQ); Licopeno
(L); Licopeno + Estresse (L+EO). Periodos experimentais nas colunas: 3, 7 e 10 dias.

L+ EO
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As EROs foram coradas em vermelho, sendo possivel detectar maior
guantidade nas imagens onde a cor € mais intensa. Nos grupos C e L, pode ser
observado que a marcacao € pouco intensa, com alguns pontos aos 10 dias. J&
no grupo C+EO, onde as células sofreram estresse, ha uma maior presenca das
EROS, principalmente no nucleo celular, e uma menor quantidade de células,
guando comparado aos grupos C e L (Figura 10). No periodo de 10 dias é
possivel observar uma maior coloracdo no grupo C+EO (Figura 10. A) em
comparagcdao ao L+EO (Figura 10. B). O grupo L+EO por sua vez, ainda
apresenta nucleos marcados no inicio da cultura, mas em menor quantidade que
0 grupo C+EO, sendo que aos 10 dias assume uma marcacao similar aos grupos

Cel.
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi mostrar o potencial antioxidante do
licopeno mediante ao estresse oxidativo induzido em modelo in vitro, para que
se pudesse avaliar sua acdo benéfica sobre as células osteoblasticas,
analisando sua morfologia, proliferacdo, diferenciacdo e formacdo de matriz
mineralizada. A presenca do titanio nanotexturizado como substrato de adesé&o
foi a forma utilizada de avaliar a proliferacéo e diferenciacédo osteoblastica similar
ao processo de osseointegracao de implantes. Esta caracteristica superficial é
comum e esta presente em muitos implantes comercializados atualmente (LE
GUEHENNEC et al., 2007).

A primeira parte da hipétese formulada pode ser comprovada
parcialmente, pelos resultados bioquimicos obtidos no presente estudo. O
ensaio de viabilidade celular foi analisado com base em estudos anteriores como
de OLIVEIRA et al. (2019), onde constatou-se um aumento da viabilidade de
células da medula O6ssea diferenciadas em osteoblastos de ratas
ovariectomizadas em cultura na presenca do licopeno aos 10 dias de cultura. Os
resultados obtidos no presente trabalho mostraram que as células MC3T3-E1
apresentaram maior viabilidade nos grupos que néao sofreram estresse oxidativo
guando comparado aos demais em todos os periodos experimentais. Além
disso, a maior viabilidade observada no grupo L aos 3 e 10 dias sugere que o
licopeno pode favorecer a proliferacdo e viabilidade celular principalmente em
periodos iniciais, mas sem resultado significante na presenca do peréxido de

hidrogénio como indutor de estresse oxidativo.
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Em um estudo realizado por SEMEGHINI et al. (2022), onde foi realizada
a deteccao in situ de ALP em células de medula 6ssea de ratas ovariectomizadas
por meio do Fast Red (Sigma®), houve aumento significativo da presenca desta
enzima nos grupos ovariectomizados com e sem a presenca de licopeno, porém
houve menor expressao de fosfatase alcalina quando comparado ao grupo
controle. Os resultados obtidos com a MC3T3-E1 neste trabalho mostraram que
a presenca do licopeno, apesar de ser benéfica, ndo aumentou
significativamente a expressao de fosfatase alcalina quando comparado ao
grupo controle e aos que sofreram estresse oxidativo. Esses dados sugerem que
mesmo tendo sido administrado o fitoterapico em meio de cultura, ele néo
induziu a diferenciagdo osteoblastica de forma significativa sobre o titanio na
concentracgao utilizada.

A formacao de nddulos de mineralizacdo aos 14 dias ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, sugerindo que a
mineralizacdo mediante ao estresse induzido ndo sofre alteracdes neste estagio,
visto que a deposicdo de matriz pelas células ja pode ter acontecido em um
estagio anterior da cultura. Por outro lado, estudos in vivo mostraram que a
ingestao de licopeno em modelos experimentais com ratas ovariectomizadas
gerou diferenca significativa na formacdo Ossea peri implantar, observada
principalmente por ensaios biomecanicos (Li et al., 2018). O resultado in vitro
deste trabalho sugere que, apesar de haver estresse oxidativo 4 horas antes do
ensaio, as células ja haviam formado nédulos de mineralizacdo em um estagio

anterior, ndo refletindo os efeitos da exposicédo ao peroxido de hidrogénio.



78

A segunda parte da hipotese formulada no presente estudo pode ser
comprovada pelo fato de que a analise da morfologia celular e nuclear feita por
fluorescéncia mostrou que apds o estresse oxidativo, o licopeno teve acao
benéfica na preservacdo de algumas caracteristicas morfolégicas da estrutura
celular dos osteoblastos em relacdo ao grupo que nédo recebeu o antioxidante.
Estudos anteriores mostraram através da imunofluorescéncia que células
MC3T3-E1 expostas ao peroxido de hidrogénio sofrem contracdo e
irregularidade das fibras de actina presentes no citoesqueleto com menor
espraiamento celular, porém na presenca de fitoterapico antioxidante suas
estruturas se mantém regulares (CEVERINO et al.,, 2021). Analisando os
resultados do presente trabalho, € possivel sugerir que a presenca do licopeno
em cultura exposta ao estresse oxidativo favorece a preservacao da estrutura
morfoldgica celular e nuclear, consequentemente favorecendo a manutencéo do
desenvolvimento das células osteoblasticas sobre o titanio. A partir das mesmas
imagens, a coloracdo nuclear por DAPI foi utilizada para realizar a contagem
média de osteoblastos aderidos aos discos. Em CEVERINO et al. (2021), apos
3 dias de cultura, o grupo exposto ao peroxido de hidrogénio sofreu uma
diminuicao significativa na adesao celular quando comparado ao grupo controle
€ 0 grupo que recebeu extrato de erva-mate previamente a exposicédo ao HO..
No presente trabalho, o grupo de células expostas ao estresse oxidativo
associado ao tratamento prévio com licopeno mostrou adesao aos discos de
titdnio similar ao grupo controle e ao grupo com licopeno somente apés 24 horas
de cultura. E interessante enfatizar o aumento significativo de ades&o celular no

grupo L neste periodo experimental, sugerindo que o licopeno favoreceu o
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periodo inicial de adeséo das células MC3T3-E1 sobre o titanio, independente
da presenca do peréxido de hidrogénio.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) provocam um espectro de
respostas que vao desde a proliferacdo, crescimento, interrupcdo da
diferenciacdo até a morte celular, ativando inUmeras vias de sinalizagdo
(DOMAZETOVIC et al., 2017). A deteccdo das EROs presente nas células
significa a presenca do estresse na cultura, o que pode ser observado no
presente trabalho, onde o grupo C+EO apresentou intensa marcacao para
espécies reativas de oxigénio em todos os periodos experimentais. A pré-
administracdo do licopeno na cultura demonstrou apresentar um efeito
antioxidante especialmente apds 10 dias de cultura, onde a marcacdo para
espécies reativas de oxigénio ficou bem menos intensa, sugerindo que a longo
prazo, a administracdo do licopeno da concentracdo utilizada diminuiu a
guantidade de EROS e consequentemente seus efeitos prejudiciais aos
osteoblastos.

Estudos anteriores com células osteoblasticas in vivo demonstraram
melhora na formacéo 6ssea em epifises de ratas osteoporoticas quando tratadas
com licopeno (SEMEGHINI et al., 2020). O presente estudo teve o objetivo de
trazer para o modelo in vitro 0 mesmo estresse oxidativo gerado no leito 6sseo
em modelos de osteoporose experimental realizada em animais. No modelo in
vitro, as células sofrem o estresse oxidativo pela presenca do perdxido de
hidrogénio e, além disso, foram cultivadas sobre discos de titanio, simulando o

processo de osseointegracdo na presenca de osteoporose.
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Algumas limitacbes deste estudo podem ser enfatizadas, como por
exemplo, a utilizacdo de somente uma concentragédo do licopeno, o que pode
refletir na auséncia da dados significativos. O uso de linhagens celulares no
modelo in vitro, ainda que tenham vantagens em favorecer resultados
padronizados dos parametros avaliados, diferem de experimentos com culturas
primarias ou mesmo modelos in vivo que podem trazer novos dados sobre os
efeitos do licopeno nas células osteoblasticas e sua associacdo com biomateriais
como o titanio. Além disso, a inducdo do estresse pelo peréxido de hidrogénio
necessita uma melhor padronizacdo em relacdo a concentragéo ideal para que
nao haja morte celular em excesso na cultura em periodos de cultura muito
longos. Por fim, o protocolo de deteccdo de EROs, apesar de visualmente
demonstrar diferencas importantes, deixa de trazer dados quantitativos que
poderiam mostrar significancia estatistica. Mesmo assim, efeitos positivos da
pré-administracdo do licopeno obtidos no presente estudo mostram um potencial
deste antioxidante em favorecer a integridade celular osteoblastica na presenca
de estresse oxidativo, e deveria ser mais investigado para seu uso em situacdes

de injuria ao metabolismo do tecido 6sseo como ocorre na osteoporose.
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CONCLUSAO

A partir da andlise dos resultados obtidos € possivel concluir que:

O estresse oxidativo pela exposicdo ao peréxido de hidrogénio na
concentracdo utilizada causa danos na estrutura celular levando a
alteracao na morfologia e morte por apoptose.

O licopeno promoveu um aumento significativo da viabilidade celular
guando comparado ao grupo controle no periodo inicial, porém nao
mostrou efeito significativo associado a exposicdo ao peroxido de
hidrogénio na concentracao utilizada.

A deteccdao in situ de ALP foi menor no grupo controle exposto ao peroxido
de hidrogénio aos 10 dias quando comparado ao grupo controle, sendo
gue nao houve diferenca significativa com a pré-administracdo de
licopeno na concentracao utilizada.

A formacao de nddulos mineralizados foi similar entre todos 0s grupos
estudados.

Os osteoblastos cultivados sobre disco de titanio na presenca do licopeno
associado a exposicao ao peroxido de hidrogénio mantiveram sua adeséo
similar ao grupo controle.

Os osteoblastos cultivados sobre disco de titanio e com pré-administracéo
de licopeno associado a exposicdo ao peroxido de hidrogénio mantiveram
melhor morfologia nuclear e citoplasmética quando comparado as células

sem o antioxidante e na presenca de estresse oxidativo.
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e A utilizagdo do licopeno deve ser considerada e mais investigada em
outras concentracdes, pois ele preserva a integridade das células
osteoblasticas, 0 que possivelmente pode favorecer a osseointegracao

com implantes de titanio.
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