UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA BASICA E ORAL

EFEITO DO EXTRATO DE SEMENTE DE UVA RICO EM PROANTOCIANIDINAS

NO TECIDO OSSEO DE RATAS OVARIECTOMIZADAS.

Viviann Ruocco Vetucci

Ribeirdo Preto

2023



Viviann Ruocco Vetucci

EFEITO DO EXTRATO DE SEMENTE DE UVA RICO EM PROANTOCIANIDINAS NO

TECIDO OSSEO DE RATAS OVARIECTOMIZADAS.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias pelo programa de Pds-Graduacgao

em Biologia Oral da FORP-USP.

Orientadora: Profa. Dra. Karina Fittipaldi Bombonato Prado

Ribeirdo Preto

2023



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais Valter e Sirley que ndo mediram esforgos para
realizar mais uma etapa do meu sonho, além de serem meus maiores exemplos de

seres humanos.

Dedico aos meus irméos Victor Huggo e Waltinho por estarem sempre ao meu lado
e ao meu irmao Vinicius Augusto (In Memoriam), por seu meu Anjo da Guarda e

Protetor.

Dedico a Profa. Dra. Ana Paula de Souza Faloni, minha orientadora da graduacéo,
‘minha mae cientifica”, por ser minha maior inspiragéo e referéncia nesta caminhada.
Minha eterna gratidado, por sempre manter as portas do laboratério para mim, por toda

dedicacao, ensinamentos, incentivo, paciéncia, confianga e carinho.



AGRADECIMENTOS
Agradeco...

Em primeiro lugar a Deus, por ter me conduzido e iluminado meu caminho durante esta

fase da minha vida.

A Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FORP/USP) e ao Programa de Pés-Graduacao em Biologia Oral pela oportunidade

de realizar meu mestrado e por todas as oportunidades a mim oferecidas.

A minha Orientadora Profa. Dra. Karina Fittipaldi Bombonato Prado por todo o

ensinamento, dedicacédo, atencdo, compreenséao e confianca.

Aos técnicos Roger Rodrigo Fernandes, Dimitrius Leonardo Pitol e em especial

Luis Gustavo de Sousa pelo ensinamento e auxilio na parte laboratorial.

A Profa. Dra. Selma Siéssere por me permitir a utilizar o microscopio para a obtencéo

das fotomicrografias da pesquisa.

A lmaculada Janaina Miguel pela ajuda todas as vezes que necessitei, me atendendo

prontamente e com toda eficiéncia.

A Universidade de Araraquara- Uniara, pela oportunidade em realizar o estagio em
docéncia no curso de medicina na disciplina de histologia e por me permitir a utilizar o

laboratorio de histologia de pesquisa as analises do TRAP e Picro Sirius.

A Profa. Dra. Bruna Galdorfini Chiari Andréo, minha supervisora do estagio em

docéncia, por todo o ensinamento, dedicagdo, paciéncia, atencdo e confianga.

A0S meus amigos que estiveram presentes nesta etapa da minha vida.



LISTA DE FIGURAS/ QUADROS

Figura 1: Tricotomia a Ser realiZada...........ccuuveiiieie i 18
Figura 2: A: Incisdo para remogao ou exposi¢ao do ovario; B: Exposi¢céo do ovario.......... 18
Figura 3: A: Excis@o do ovario; B: Sutura da regifio..........ccceeeeeeeieniiiiiiiiiiiinnennnnnesnnnnnnennnnnns 19
Figura 4: A: Esfregaco vaginal de ratas (SHAM); B: Esfregaco vaginal de ratas (OVX .....20
Figura 5: Extrato de semente de uva utilizado e administracdo por gavagem..................... 21
Figura 6: Gréaficos dos resultados de marcadores SErCOS.........ccooiuurieeiiieeeeiniiiiee e 29
Figura 7: Analise morfol0gica (H&E) ........coocuuiiiiiiiiiii e 31
Figura 8: Graficos da andlise hiStomorfOMELIiCa............uevvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 32
Figura 9: Histoquimica do MEtOd0 TRAP.........eii it 33
Figura 10: Histoquimica do PiCro SifiuS..........cocooiiiiiiii 34
Figura 11: Andlise qualitativa ordinal da distribuicdo do cOlageno............ccceeeeviiiiieeniiiiennns 35
Figura 12: AdESA0 CEIUIAT...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e ee e e e e e e e e e e eeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeaeaeees 36
Figura 13: ProliferaGao CeIUIAT. ............oi i 37
Figura 14: Deteccao de fosfatase alCaling..............oeviviiiiiiiiiiiiiiee e 38
Figura 15: MINEIaliZAGAOD. ........ciiueiiiieee e e ee ettt e ettt e e e e e st e e e e e s e st b e eeeeeeeaannennnne 39

Quadro 1: Birrefringéncia da distribuicao de COIAgENO..........cccoccciiii s 24



SUMARIO

L. INTRODUGAO. ...ttt n s, 12
2. OBUIETIVOS. ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt et et ettt e e et et et e e et e e et e e e e eeeeaeaeaeaaaeaaaeeeeeaeaes 15
2.1. ODJEUIVO GEIAL.. ... it e e 15
2.2. Objetivos ESPECIfICOS......coovie e, 15
3. METODOLOGIA ettt e e e e e e e ee et bbb a e et e e ee bbb s e e aeaaeeeanes 17
3.1, EXPErIMENTOS IN VIVO....ciiiiiiiiiiieie ettt e e e et e e e e e e s e e e e e e s e nnnnreeeee s 17
3.1.1. ANIMAIS ULIHZAOOS. .....ceeiiiiiiieieie et 17
3.1.2. INAUGEO 08 OSLEOPOIOSE. ... . uutieiieeeeiiiiitieieeee et e st e e e e s e s s b e e e e e e s s s b e eebnreeeeeesaannes 17
3.1.3. Grupo controle (SHAM) ....cooiiiiiii i aanaraaare 20
3.1.4. Grupo extrato de semente de UVa (GSE) ........ooocuiiiiiiieiiiiiiiiieee e 21
3.1.5. Eutanasia dos animais e coleta do material .............ccocvvieiiiiiiiiiniiiee e 21
3.1.6. MArCAUOIES SBIICOS. ....uviiieiiitieeeaitiieeais eeee e sttt e e s e e et e e e e e s e e e e e bt e e e s aann e e e anne e s 22
3.1.7. Processamento NIStOIOQICO. .......cciuuiiiiii ittt e 22
3.1.8. Andlise morfolégica e histomorfométrica do tecido 6sseo femoral.............ccccvvnnnnees 22
3.1.9 Histoquimica do Picro Sirius — Microscopia de polarizaGao...........cccccuveeeviiieeennnneen. 23
3.1.10. Andlise qualitativa ordinal da distribuicdo do COlAgeno............cceeeveeeiiiiiiiiiiieeenens 24
3.1.11. MEtOAO O TRAP ..o ettt e e e e e e st r et e e e e e s abbr e eeeeeeesannnes 24
3.2, EXPEriMENTOS IN VIO, ...eii ittt e ettt s st et e e e s e e e e e e e sannees 25
32,1, CUUIA CEIUIAT.....ceeie ettt e s e e 25
3.2.2. Adesao € ProliferaGao CelUIAT...........oiii i 25
3.2.3. Deteccgéo de fosfatase alcalina por fluorescéncia direta.............occvvvveeeeeeiiiicininennn. 26
3.2.4. Deteccéo e quantificacdo de nddulos mineralizados...........ccccceeeeveiiiiieieiee e, 27
3.3, ANALISE ESLALISTICA. . ..veeeeiiiiieeiiiiiie ettt e et e e et e e e s e e e as 27
4. RESULTADOS. ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e e e ee et atbb e s e s eeeebeba e e eaeaeeeennns 29
4.1, EXPEriMENTOS IN VIVO....ciiiiiiiiiiiieeeeeee ettt e ettt e e e sttt e e e e e e e e s s e e e e e e e e e nanneees 29

4. 1.1, MAICAUONES SEIICOS. ... eeen et ettt e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e eeaeaaes 29



4.1.2. Andlise qualitativa do tecido 6SSEO0 feMOral............cooiiiiiiiiiiiiie e 30

4.1.3. Analise HiStOMOITOMELNCA. ... ..cciiiriiieiiiiie it 30
4.1.4. MELOUO 0O TRAP....cctiii ettt e et e e e e e e e e s b r e e e e e e e s nnnbeees 33
4.1.5. Histoquimica do Picro Sirius — Microscopia de Polarizagao..............ccceevvivieeeinieneenns 34
4.1.6. Andlise qualitativa ordinal da distribuicao do COIAgENO.........ccccceiieiiiiiii s 35
4.2, EXPErIMENTOS IN VIO, ..ciiiiiiiiiiiiiieie ettt e s e e e e e e e s e e e e e e e s e nnnnene e 35
4.2.1. ADESE0 CIUIAT.....ccciiiiie it 35
4.2.2. ProliferaG8o CelUIAr...........c..uviiiiiie et e e e e e 36
4.2.3. Detecgao de fosfatase alCaliNa...........coooouviiiiiiiiiiiiie e 37
4.2.4, MINEIAIIZAGAD. ... .ueeiiiie et ittt ee et e e e et e e e e e s sttt e e e e e e e e e s sbb e eeeaaeeeennnsbenees 38
5. DISCUSSAD. ...ttt ettt ettt ettt ettt e ettt e et e ete e et e st et ete et et e st eteete et eneateseeanareans 40
B. CONCLUSAD. ..ottt ettt 46
TREFERENCIAS. ......cooiee ettt ettt ettt ettt ettt te et ete et e stetans s e ateetesaeseaneeeesaane e 48

B AN E X O S . ..o e e bbb r e e e 57



RESUMO

A osteoporose é uma patologia 6ssea altamente prevalente, caracterizada pela
alteracdo na microarquitetura e densidade do tecido Osseo, tornando-o fragil e
suscetivel a fraturas. Para o tratamento desta patologia sdo prescritos
antirreabsortivos que reduzem a reabsorcdo Ossea, porém, estes farmacos sao
comumente associados a efeitos adversos. Uma terapia alternativa seria o uso de
substancias naturais, como o0 extrato de semente de uva (GSE) rico em
proantocianidinas (PACs), que apresenta propriedades antioxidantes, com potencial
de favorecer o metabolismo dos tecidos cartilaginoso e 6sseo. Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito do GSE rico em PACs no metabolismo do tecido 6sseo
de ratas ovariectomizadas e seu efeito em cultura de células osteoblasticas. Os
experimentos in vivo foram realizados com ratas Wistar Hannover divididas em 3
grupos: SHAM, ovariectomizado (OVX) e ovariectomizado + GSE (OVX+GSE).
imediatamente apds a ovariectomia 0s animais do grupo OVX+GSE receberam 250
mg/Kg de peso corporal do GSE por meio de sonda gastrica, enquanto que 0S grupos
SHAM e OVX receberam agua. Noventa dias apds a ovariectomia, as ratas foram
submetidas a eutanasia e o sangue foi coletado para a analise de calcio, fosforo e
fosfatase alcalina. Os fémures foram coletados para analise histologica qualitativa e
quantitativa, histoquimica do TRAP (Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato) e
analise da birrefringéncia de coldgeno por coloracdo com Picro-Sirius. Os
experimentos in vitro foram realizados com as células pré-osteoblasticas MCPC-23,
cultivadas em meio osteogénico e divididas em grupos controle (C), 0.1 pyg/mL GSE
(GSEO.1), e 1.0 yg/mL GSE (GSE1.0) para avaliar a adesao celular, proliferacédo e
mineralizacdo. Os dados obtidos foram analisados por teste estatistico para p<0.05.

Os resultados in vivo mostraram que o grupo OVX apresentou reducao significativa



da quantidade de matriz extracelular e da area de osso e aumento na quantidade de
tecido conjuntivo em comparacao aos grupos SHAM e OVX+GSE. Porém, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos para o niumero de ostedcitos.
Também nédo foram observadas diferencas significativas para os marcadores séricos.
Embora a analise qualitativa ordinal da distribuic&o e arranjo do colageno nao tenha
mostrada diferencas estatisticamente significativas entre os grupos SHAM, OVX e
OVX+GSE, no grupo OVX+GSE observou-se propor¢cdo semelhante das
birrefringéncias verde e vermelho, com discreta predominancia da birrefringéncia
verde, sugerindo possiveis efeitos do extrato na remodelacdo da matriz 6ssea. Os
experimentos in vitro mostraram que a adesao celular aumentou significativamente
em todos os grupos. A proliferacéo celular aumentou significativamente aos 7 dias de
cultura, sem diferenca entre os grupos. A mineralizacdo aumentou significativamente
ao longo da cultura, sem diferenca entre os grupos. Deste modo, os resultados obtidos
sugerem que o GSE rico em PACs nao afeta a atividade funcional de células
osteoblasticas assim como pode impedir a perda de matriz 6ssea, sendo uma

substancia com potencial para ser utilizada em casos de osteoporose.

Palavras-chave: osteoporose, proantocianidinas, tecido 6sseo



ABSTRACT

Osteoporosis is a highly prevalent, asymptomatic bone pathology characterized
by changes in the microarchitecture and density of bone tissue, making it fragile and
susceptible to fractures. For the treatment of this pathology, antiresorptive drugs that
reduce bone resorption are prescribed, however, these drugs are commonly
associated adverse effects. An alternative therapy would be the use of natural
substances, such as grape seed extract (GSE) rich in proanthocyanidins (PACs),
which has antioxidant properties, favoring the metabolism of cartilage and bone tissue.
Therefore, this study aimed to evaluate the effect of GSE rich in PACs on the bone
tissue of ovariectomized rats and its effects on osteoblastic cell culture. Wistar
Hannover rats were divided into 3 groups: SHAM, ovariectomized (OVX) and
ovariectomized + GSE (OVX+GSE). The animals in the OVX+GSE group immediately
received 250 mg/kg of body weight of the GSE by means of a gastric tube, three times
a week, whereas the SHAM and OVX groups received water. Ninety days after
ovariectomy, the rats were euthanized and blood was collected for analysis of calcium,
phosphorus and alkaline phosphatase. Femurs were collected for qualitative and
guantitative histological analysis, TRAP histochemistry (Tartrate-Resistant Acid
Phosphatase) and collagen birefringence analysis using Picro-Sirius. In vitro
experiments were also performed to evaluate the effects of two low concentrations of
grape seed extract (GSE) rich in proanthocyanidins on MC3T3-Elosteoblastic cells.
The cells were cultured in osteogenic medium and divided into control (C), 0.1 ug/mL
GSE (GSEO0.1), and 1.0 yg/mL GSE (GSEL1.0) groups to evaluate cell adhesion and
proliferation, as well as mineralization. The data obtained were analyzed by statistical
tests for significance of 5%. The OVX group showed a significant reduction in the

amount of extracellular matrix and bone area and an increase in the amount of



connective tissue compared to the SHAM and OVX+GSE groups. However, no
significant differences were found between the groups for the number of osteocytes.
No significant differences were observed for serum markers either. Although the
qualitative ordinal analysis of collagen distribution and arrangement did not show
statistically significant differences between the SHAM, OVX and OVX+GSE groups,
the OVX+GSE group observed a similar proportion of green and red birefringence, with
a slight predominance of green birefringence, suggesting possible effects of the extract
on bone matrix remodeling. In vitro experiments showed that cell adhesion significantly
increased within three days in all groups. Cell proliferation increased significantly at
seven days of culture, followed by a significant decrease in all experimental periods,
with no statistical difference among them. Mineralization increased with time, but within
each period, no statistical differences among groups were observed. Thus, the results
obtained suggest that GSE rich in PACs do not affect osteoblast cell functional activity
as well as avoid the loss of bone extracellular matrix and the bone area, being a

substance with potential to be used in a situation of osteoporosis.

Keywords: osteoporosis, proanthocyanidins, bone tissue
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1. INTRODUCAO

A remodelacédo 6ssea € um processo fisiologico que mantém a integridade do
esqueleto por meio da substituicdo do 0sso antigo por uma matriz 6ssea jovem. Este
processo requer acgdes coordenadas entre os osteoclastos, que reabsorvem a matriz
0ssea e 0s osteoblastos que a irdo substituir (MARIE; KASSEM, 2011).

Com a senilidade, existe um desequilibrio entre a deposicédo e a reabsorcéo
Ossea. Estas disfuncbes podem ser explicadas quando os osteoclastos se tornam
mais ativos, possivelmente pela diminuicdo nas taxas de apoptose ao final da fase de
reabsorcdo, o que resulta em grandes lacunas que séo parcialmente reparadas pela
atividade dos osteoblastos (RUSSEL et al., 2006; KHOSLA et al., 2012). Além disso,
a deficiéncia dos hormonios estrogénicos, principalmente apds a menopausa, pode
levar a uma ativacdo nos ciclos de remodelacdo, com predominio nas fases de
reabsorcdo em relacdo as de formacao. Isto ocorre devido principalmente ao aumento
do nimero de osteoclastos na superficie dos ossos trabeculares (NAVAS; LYLES,
2002). Este aumento parece estar associado a maior atividade, menores taxas de
apoptose e também maiores taxas de formacdo dos osteoclastos (FALONI et al.,
2007).

Com este desequilibrio, pode ocorrer uma desordem sistémica progressiva
denominada osteoporose, a qual é uma patologia Ossea altamente prevalente,
assintomatica, caracterizada pela alteragdo na microarquitetura do tecido 6sseo e na
sua densidade, tornando-o fragil e com suscetibilidade a fratura (APPELMAN-
DIJKSTRA; PAPAPOULOS, 2016). Estima-se que 200 milhdes de pessoas em todo
o mundo sofram de osteoporose e que 8,9 milhdes de fraturas sejam causadas por
esta doenca (HERNLUND et al., 2013). Uma vez que a osteoporose afeta diversos

mecanismos metabolicos relacionados a manutencdo tecidual Ossea, fraturas e
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defeitos em pacientes com esta condi¢do apresentam uma recuperacao mais lenta e
de prognostico desfavoravel.

Na matriz extracelular 6ssea, de um tecido com osteoporose, a birrefringéncia
do colageno da matriz extracelular 6ssea apresenta tons esverdeados, o que significa
fibras imaturas e mais delgadas (FLORENCIO-SILVA et al., 2013). Para o tratamento
da osteoporose séo prescritos antirreabsortivos que reduzem a reabsorcéo 6ssea por
induzirem a morte dos osteoclastos, tais como os bisfosfonatos, ou por inibirem sua
formacao e atividade, tais como os denosumabes (BARON et al., 2011). Porém, os
antirreabsortivos sdo comumente associados a efeitos adversos gastrointestinais, a
fratura femoral atipica e a osteonecrose dos 0ssos mandibular e maxilar (ISHTIAQ et
al., 2015).

Considerando os efeitos colaterais dos medicamentos para a osteoporose,
pesquisas tém sido realizadas com substancias naturais como os polifendis, que néao
promovem o aparecimento de efeitos colaterais e séo relativamente baratos e de facil
acesso a maior parte da populacao, reduzindo significativamente os custos do cuidado
com a saude. Os compostos fendlicos constituem uma das principais classes de
metabdlitos secundarios nos vegetais. Eles exibem uma grande variedade de
estruturas, sdo responsaveis por algumas caracteristicas organolépticas dos
alimentos de origem vegetal, além de contribuirem para a qualidade nutricional de
frutas e legumes (TAPAS et al., 2008). Além disso, desempenham um importante
papel no crescimento e reproducdo dos vegetais, fornecendo protecdo contra
radiacdo ultravioleta, patdgenos e predadores (BRAVO, 1998). Entre os compostos
fendlicos, os mais importantes sdo os acidos fenolicos, os flavonoides e os taninos

condensados ou proantocianidinas (BALASUNDRAM et al., 2006).
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As proantocianidinas (PACs) podem ser encontradas no extrato da semente de
uva e apresentam propriedades antivirais, antimicrobianas, antioxidantes e
antitumorais (NANDAKUMAR et al., 2008), além de propriedades cardioprotetoras
(SATO et al., 2001). Varios estudos experimentais e clinicos mostraram que as PACs
tém efeito redutor do colesterol (PREUSS et al., 2000), o que potencializa seus
beneficios para a saude publica (YANG; XIAO, 2013). Além disto, apresentam
propriedades angiogénicas na cicatrizacdo de feridas dérmicas (KHANNA et al., 2001)
e favorecem o metabolismo dos tecidos cartilaginoso e 6sseo (FRAGA; OTEIZA,
2011; LI et al., 2008).

No tecido 6sseo, as PACs estdo associadas a reducao da reabsorcéo 6ssea por
inibirem a via de sinalizacdo do NF-kB (Factor Nuclear Kappa B), envolvida na
osteoclastogénese mediada por RANKL (Ligante do Receptor Ativador de NF-kB)
(ZHU & YIN, 2019). Além disso, foi observado que o NF-kB inibe a diferenciacéo
osteoblastica e formacgédo 6ssea in vivo (KRUM et al., 2010).

Sendo assim, a hipétese deste trabalho foi a de que a administragdo in vivo e in

vitro do extrato de semente de uva poderia: (1) impedir a perda éssea de ratas

submetidas ao protocolo de ovariectomia; (2) manter a atividade funcional de células

osteoblasticas cultivadas em contato com o extrato em um modelo de cultura celular.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito do extrato de semente de uva (GSE) rico em proantocianidinas
(PACs) na remodelacédo do tecido 6sseo de ratas ovariectomizadas e na atividade

funcional de células osteoblasticas MC3T3-E1.

2.2. Objetivos Especificos

Parametros in vivo:

v Avaliagdo do efeito do GSE em marcadores séricos (célcio, fosforo e fosfatase

alcalina);

v Avaliacdo do efeito do GSE em parametros qualitativos e quantitativos no
tecido désseo, tais como: percentual de matriz extracelular, tecido conjuntivo,
ndamero de ostedcitos, area de 0sso e ostedcitos/area de 0sso trabecular da

epifise femoral;

v Avaliacdo do efeito do GSE na morfologia de osteoclastos utilizando-se o
método do TRAP para deteccdo da enzima Fosfatase Acida Resistente ao

Tartararo (marcador de osteoclastos);

v/ Avaliacdo do efeito do GSE no arranjo e distribuicdo do colageno do tecido
O0sseo trabecular das epifises de fémures utilizando-se Picro-Sirius e

microscopia de polarizacao.



Parametros in vitro:

v/ Avaliacdo da adeséo celular;

v/ Avaliacdo da proliferacéo celular;

v/ Avaliacdo da deteccao de fosfatase alcalina;

v/ Avaliacdo da mineralizacao.

16
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3. METODOLOGIA
3.1. Experimentos in vivo
3.1.1. Animais utilizados

Foram utilizadas 15 ratas Wistar Hannover, pesando aproximadamente 200g. As
ratas foram divididas em 3 grupos experimentais: SHAM (Controle), ovariectomizado
(OVX), ovariectomizado + GSE (OVX+GSE).

Os animais procedentes do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo
Preto foram tratados com racdo especial para roedores e agua filtrada ad libitum.
Foram separados em caixas de dimensdes 41 x 34 x 16 cm, com cama de maravalha,
permanecendo trés animais por caixa. A temperatura do local de alojamento dos
animais foi mantida a 23,5-24,5°C, controlada por condicionador de ar quente/ frio de
janela, além de um sistema de exaustao de ar. Os animais foram mantidos no Biotério
da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto-USP. O projeto foi enviado para o
Comité de Etica desta unidade para autorizacéo dos experimentos, sendo aprovado

em 12/12/2018, com o numero de protocolo 2018.1.827.58.3.
3.1.2. Inducédo da osteoporose

Para inducdo da osteoporose, o0s animais foram ovariectomizados
bilateralmente. Os animais foram pesados e, entdo, anestesiados com de 75mg/Kg
de Ketamina (Agener, Agibrands, Campinas) e 10mg/Kg de Xylazina (Dopaser,
Agibrands, Campinas), injetadas por via intramuscular. Durante a cirurgia, uma gaze
estéril embebida em soro fisiologico a 0,9% foi posicionada sobre os olhos dos
animais, com o objetivo de prevenir o ressecamento das corneas.

Apos a anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia das regides laterais.

Foi feita a assepsia dos locais a serem incisionados com alcool iodado (PVPI). Foram
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realizadas incisdes cutaneas bilaterais, sendo o tecido muscular divulsionado para a
exposicao dos ovarios e excisdo dos mesmos (KALU, 1991). Foi realizada a sutura
dos tecidos com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Sao José dos Campos,
SP, Brasil) de modo a fechar 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®, Campinas, SP,
Brasil) e uma dose de 1,1mg/Kg de anti-inflamatorio e analgésico flunixina meglumina
(Banamine Pet Injetavel, Schering-Plough Coopers, SP, Brasil). Os animais operados
ficaram sob observacéo constante, sendo feita a limpeza de suas caixas, com troca

de maravalha, trés vezes por semana.

Figura 1: Tricotomia da regido a ser operada.

Figura 2: A: Incisdo para remocédo ou exposi¢ao do ovario; B: Exposi¢éo do ovario.
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Figura 3: A: Exciséo do ovério; B: Sutura da regiéo.

A comprovagao do sucesso do procedimento foi feita pelo exame do ciclo estral
e exame macroscopico dos cornos uterinos. Assim, duas semanas apos a cirurgia, 0s
animais foram submetidos ao exame do ciclo estral, por meio de coleta de liquido
vaginal por um periodo de 5 dias consecutivos. Para o desenvolvimento desta técnica
de observacao foi introduzido, com o auxilio de uma borracha de conta-gotas acoplada
a uma ponteira pequena, uma dose de solugéo salina (cerca de 1 ml) no interior da
vagina da rata. Apoés a introducao, a solucao foi rapidamente aspirada e seu contetdo
transferido para uma lamina de vidro e imediatamente observada em microscopia
Optica. Este procedimento foi realizado no inicio da manh@, por volta das 7 horas
(MARCONDES et al., 2002). Foi possivel avaliar também o efeito da ovariectomia, por
meio do exame macroscoépico dos cornos uterinos. Para a realizacao desta andlise foi
necessario, antes da eutanasia dos animais, incisar a regido abdominal para a
localizacdo das respectivas estruturas. Nos animais ovariectomizados (com
deficiéncia de horménio), os cornos uterinos apresentaram-se finos, atréficos e

anémicos.
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Figura 4: A: Esfregacgo vaginal de ratas SHAM, com grande quantidade de células nucleados e raros
leucdcitos (fase proestro). B: Esfregago vaginal de ratas ovariectomizadas, com predominancia de

leucdcitos (fase diestro). Arquivo do laboratdrio de pesquisa em tecido 6sseo, FORP-USP.

3.1.3. Grupo controle (SHAM)

Os animais SHAM foram anestesiados, incisionados, seus ovarios foram
expostos e recolocados em posi¢cao, com posterior sutura dos tecidos submetidos a
incisdo. Estes animais também receberam, via intramuscular, uma Unica dose de
24.000UI/Kg de peso de penicilina (Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte- Fort

Dodge, Campinas, SP, Brasil).
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3.1.4. Grupo extrato de semente de uva (GSE)

Foi utilizado o extrato de semente de uva (GSE) da marca Healthy Origins, Extrato de
semente Meganatural-BP (Pittsburgh, USA), que apresenta um minimo de 90% de
polifendis. O extrato foi diluido em agua destilada na concentracdo de 250mg/Kg de
peso corporal, de acordo com o protocolo de PINENT et al. (2004). Os animais
receberam o extrato trés vezes por semana imediatamente apds a ovariectomia até o
dia da eutanasia. Tanto os animais do grupo SHAM, quanto do OVX, receberam agua

destilada, veiculo utilizado para diluicdo do extrato (Figura 4).

Figura 5: Extrato de semente de uva utilizado e administracao por gavagem.

3.1.5. Eutanasia dos Animais e Coleta do Material

As ratas foram eutanasiadas ap0s noventa dias da ovariectomia por meio de
anestesia convencional seguida por decapitacdo. Os anestésicos utilizados foram
cloridrato de cetamina (40-80 mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg), por via intramuscular. Em

seguida, foi realizada a coleta dos fémures para o processamento histolégico.
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3.1.6. Marcadores séricos

O sangue foi coletado no momento da eutanasia e enviado para analise dos
marcadores de calcio, fosforo e fosfatase alcalina em laboratorio especializado

(Endovet, Ribeirdo Preto, SP).

3.1.7. Processamento histoldgico

Os fémures coletados foram imersos em formaldeido a 4% tamponado por 48
horas. Em seguida, os espécimes foram descalcificados em EDTA+TRIS a 0,5M e as
solucbes foram trocadas a cada dois dias. ApGs o periodo de 45 dias de
descalcificacdo, os espécimes foram desidratados em graduacfes crescentes de
alcool (70, 80, 90 e 100°GL), diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Os blocos
de parafina contendo os fragmentos ésseos foram cortados com auxilio de um
micrétomo. Cortes com 5 um de espessura foram posicionados em laminas de vidro.
Foram obtidos cortes semi-seriados, com intervalos de 50 um entre uma lamina e
outra, sendo um corte por lamina. Os cortes foram corados com hematoxilina de

Carazzai e eosina de Lison (H&E).

3.1.8. Analise morfologica e histomorfométrica do tecido 6sseo femoral

A analise morfologica da regido das epifises femorais foi realizada utilizando-se
microscoépio de luz Leica DM 4000B do Departamento de Biologia Basica e Oral da
FORP- USP. Para a analise quantitativa foram obtidas 35 imagens por grupos, sendo
utilizadas 7 imagens de cada animal, provenientes de diferentes regides do 0sso

trabecular da epifise de cada animal. As imagens foram obtidas utilizando-se a
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objetiva de 40x. O intervalo entre os cortes utilizados foi de 50 microbmetros. A anélise
guantitativa foi realizada por meio da utilizacdo do software Image J, com um sistema
teste de 80 interseccdes, para quantificacdo de matriz 6ssea e tecido conjuntivo. Ainda
por meio do Image J, foi também realizada a medicédo da area 6ssea em cada uma
das imagens histolégicas, com posterior quantificacdo do numero de ostedcitos
presentes nas regides de tecido 6sseo. Apds quantificados os ostedcitos e area do
0sso0, foi obtido o indice de ostedcitos (Oi). Este indice foi calculado usando a equacéao
Oi = N.Ot/B.Ar, onde N.Ot € o numero de ostedcitos observados utilizando-se a
objetiva de 20x, e B.Ar é a area Ossea total da regido analisada, de acordo com

metodologia previamente descrita (BARROS et al., 2009).

3.1.9. Histoquimica do Picro-Sirius — Microscopia de polarizacéo

Para a histoquimica do Picro-Sirius, cortes foram desparafinizados em xilol,
hidratados em gradientes decrescentes de etanol e incubados com o &cido
fosfomolibdico a 0,2% por 10 minutos para neutralizar a birrefringéncia da elastina.
Em seguida, os cortes foram lavados em agua destilada e imersos por 90 minutos em
solucdo de Sirius Red a 0,1% dissolvido em acido picrico aquoso saturado.
Posteriormente, os cortes foram lavados em HCI 0,01N durante 2 minutos, em
seguida, em agua destilada e desidratados em graduacdes crescentes de alcool,
sendo entdo realizada a montagem das laminas. Os cortes foram analisados em

microscopio de luz com filtro de polarizacéo (Leica DM 4000B, Alemanha).
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3.1.10. Analise qualitativa ordinal da distribuicdo do colageno

A andlise qualitativa ordinal da birrefringéncia do colageno do osso trabecular das
epifises foi realizada a partir de imagens de cortes provenientes de todos os animais
de cada um dos grupos. Foram utilizadas duas laminas por animal, cada uma
contendo um corte histologico. A partir de cada corte foram obtidas 3 imagens de cada
animal, utilizando-se objetiva de 40x, com intervalo entre os cortes de 50 micrometros.
Foram obtidos escores para cada uma das imagens, considerando-se 0s percentuais

de birrefringéncia avermelhada e esverdeada, conforme ilustra o quadro abaixo.

Quadro 1: Birrefringéncia da distribuicdo de colageno (PACHECO-COSTA et al., 2016).

Escore Birrefrigéncia

1 100% avermelhada

2 75% avermelhada
25% esverdeada

3 50% avermelhada
50 % esverdeada

4 75% esverdeada
25 avermelhada

5 100% esverdeada

3.1.11. Método do TRAP

Os cortes foram submetidos ao método TRAP (fosfatase acida resistente ao
tartarato), utilizado como marcador de osteoclastos. Laminas contendo cortes
desparafinizados foram incubadas em uma solucdo contendo naftol AS-BI (Sigma
Chemical St. Louis, MO, EUA), N-N-dimetilformamida, tampé&o acetato de sédio (pH

5,0), Fast Red (Sigma Chemical Co.) e tartarato de sodio dihidratado e contracorado
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com hematoxilina de Carazzi. As laminas foram montadas em meio aquoso (DE

SOUZA FALONI et al., 2012).

3.2. Experimentos in vitro

3.2.1. Cultura celular

Células MC3T3-E1 (sub-clone 14, ATCC, Manassas, VA, USA) foram cultivadas
em garrafas de 75 cm3 com 10 ml de meio de cultura a-MEM, 10% soro fetal bovino,
2.75 mL de penicillin-estreptomicina, 50 ug de acido ascérbico e 2mM de beta-
glicerolfosfato. As células foram mantidas a 37°C durante todo o experimento em um
ambiente imido com 95% de ar atmosférico e 5% de COz2, com trocas de meio a cada
2 dias. Apo6s a confluéncia, as células foram transferidas das garrafas para placas de
24 pocos apds remocao com 1 mM EDTA (Gibco, USA) e 0.25% trypsin (Gibco, USA).
Os seguintes grupos foram criados: controle, adicdo de 0.1g/mL GSE e 1.0 g/mL GSE
(PARKS et al., 2012). Para cada experimento, foram cultivados 5 poc¢os para cada
periodo experimental. O extrato de semente de uva foi dissolvido em meio de cultura
a partir de uma solucéo mae, permanecendo em contato com as células durante todo

o periodo de cultura e substituido a cada troca de meio.

3.2.2. Adesao e Proliferacao Celular

ApoOs 24 horas e 3 dias de cultura, a adesao celular foi avaliada pela contagem
nuclear através de marcacdao com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Molecular
Probes, USA) e observacdo em microscopia de fluorescéncia (Leica DM4000B,
Alemanha). Foram realizadas 20 imagens de cada um dos 5 poc¢os de cada grupo
experimental e feita a contagem nas células marcadas e aderidas a laminula de

poliestireno previamente colocada na base da placa. Os dados foram tabulados para



26

realizar a média de adesédo celular. Aos 3, 7 e 10 dias de cultura, a proliferacéo foi
avaliada pelo método colorimétrico de MTT {[3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-
diphenyltetrazolium]} (Sigma). Apos a remog¢édo do meio de cultura, uma solucdo de
MTT + MTS foi incubada por 4 horas a 37°C, em uma atmosfera umidificara contendo
5% CO2 e 95% de ar. Apoés este periodo, o meio foi removido dos pogos e 1 mL de
isopropanol acido (Merck, Germany) foi adicionado a cada pog¢o sob agitacdo por 5
minutos para completa solubilizacdo do precipitado. Em seguida, aliquotas de 150 pL
foram removidas dos pocos e transferidas para placas de 96 pocos para leitura em
espectrofotometro (uQuant Biotek Instruments Inc., USA) no comprimento de onda de

570 nm.

3.2.3. Deteccéao de fosfatase alcalina por fluorescéncia direta

A deteccao da enzima fosfatase alcalina foi realizada apos 24 horas e 3 dias de
cultura das células osteoblasticas em laminulas de poliestireno na base da placa.
Apods a remocdo do meio de cultura, os pocos foram lavados duas vezes com PBS
(Phosphate buffered saline) aquecida a 37 °C. Em seguida, 300 mg de Triz (Sigma)
foram dissolvidos em 20 mL de agua deionizada e adicionados 7 mg de reagente Fast
red (Sigma). Dois mililitros desta solucdo foram descartados e 8 mg de naphtol
(Sigma) diluidos em 2 ml de dimetilformamida (Merck) foram adicionados a cada poco.
A placa foi levada a incubadora em uma atmosfera imida a 37 °C com 5% de CO2 por
30 minutos. Em seguida, a solucédo foi removida dos pogos e seca a temperatura
ambiente para coloracdo com DAPI com o objetivo de visualizacdo do nucleo. Apés
finalizagdo com meio de montagem anti-fade (Prolong, Molecular Probes), a fosfatase
alcalina foi observada por epiluminacdo com microscopia de fluorescéncia (Leica,

Alemanha).
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3.2.4. Deteccao e Quantificacdo de nédulos mineralizados

A deteccdo de matriz mineralizada foi avaliada no final de 14 e 17 dias do
experimento. Apos a remoc¢do do meio de cultura, os pogos foram lavados 3 vezes
com PBS (GibcoTM, USA), aquecidos a 37 °C, fixados com 2 mL de formalina a 10%
e mantidos a 4 °C por 24 horas. Em seguida, a formaliza foi removida e 0S pog¢os
foram desidratados a temperatura ambiente in séries crescente de alcoois (30%, 50%,
70%, and 100%) por um periodo de 1 hora a cada graduacdo alcodlica. Apés a
secagem, os pocos foram corados com vermelho de alizarina a 2% com pH 4.2
(Sigma) por 10 minutos, e as areas mineralizadas ricas em célcio evidenciadas pela
cor avermelhada. A quantificacdo foi realizada de acordo com GREGORY et al.
(2004), onde 280 pL de 10% acetic acid (Labsynth, Brazil) foram adicionados a cada
poco e as placas agitadas por 30 minutos. As camadas celulares foram raspadas com
o auxilio de uma ponteira e a solucdo transferida para tubos de 1,5 mL, aquecidas a
85 °C for 10 minutes e transferidas para o gol por 5 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 13.000 rpm por 20 minutos. Um volume de 150 mL do sobrenadante
foi transferido para placas de 96 pocos com 40 uL de hidroxido de amonia a 10%
(Quimibras, Brazil). A leitura foi realizada com um espectrofotdmetro (Bio-tek) com

comprimento de onda de 405nm.

3.3. Anélise Estatistica

Os dados numéricos obtidos nas diferentes analises foram tabulados e
submetidos a analise estatistica, utilizando-se o software Graph Pad Prisma 7.0.
Primeiramente, foi realizado o teste de Normalidade D™ Agostino & Pearson. Para 0s
dados ndo paramétricos foi utilizado Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para

comparacdes multiplas, quando necessario. Para os dados que mostraram
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distribuicdo normal foi o utilizado o teste paramétrico One-Way ANOVA, seguido pelo

teste de Tukey, quando aplicavel.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimentos in vivo

4.1.1. Marcadores séricos

Pode ser observado na Figura 6 que nao houve diferenca significativa para os
marcadores séricos de célcio total e fosforo entre os grupos SHAM E OVX, exceto
para a fosfatase alcalina, que apresentou aumento significativo no grupo OVX. A
administracdo de GSE né&o influenciou significativamente o nivel dos marcadores

guando comparado aos outros grupos experimentais.

300 * 10

|
200 @ : T j
100 = 1 L Q

Fosfatase alcalina (UI/L)
Fésforo (mg/dl)

1.5

1.0

10.5 €L

Calcio total (mg/dl)

10.0

Figura 6. Gréficos ilustrando os resultados dos marcadores séricos de fosfatase alcalina, fosforo e

célcio. Dados expressos em mediana e percentis. Teste de Kruskal- Wallis (p>0,05).
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4.1.2. Analise qualitativa do tecido 6sseo femoral

A andlise quantitativa do tecido 0sseo localizado nas epifises femorais
morfolégica sugere uma predominancia de matriz extracelular, ou seja, maior
guantidade de osso trabecular nos grupos SHAM e OVX+GSE (figuras 7A e 7C). Ja
no grupo OVX (figura 7B) observou-se predominancia de tecido conjuntivo, com
menor quantidade de matriz extracelular. No interior da matriz extracelular, foi

observado a presenca similar de ostedcitos nos trés grupos avaliados.

4.1.3. Anélise Histomorfométrica

Os achados morfométricos apresentados na figura 8 confirmaram as
observacdes morfoldégicas mostrando que no grupo OVX houve reducéo significativa
da quantidade de matriz extracelular e também da area 6ssea em comparacdo aos
grupos SHAM e OVX+GSE. Nao houve diferenca estaticamente significativa no
namero de ostedcitos. Houve diminuicdo significativa na quantidade de tecido
conjuntivo/medula 6ssea presente entre a matriz extracelular nos grupos SHAM e
OVX+GSE comparados ao OVX. Nao houve diferenca significativa do niamero de

ostedcitos/area de 0sso.
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Figura 7: Fotomicrografias do osso trabecular da epifise de fémures de animais dos grupos SHAM (A),
OVX (B) e OVX+GSE (C). Hematoxilina e Eosina (H&E). Barra: 50 ym. S&o observados osso trabecular

exibindo varios ostedcitos (Ot). Tecido conjuntivo/medula 6ssea (Ct)
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Figura 8: Histomorfometria da matriz extracelular, tecido conjuntivo, area matriz 6ssea, osteocitos e

razdo ostedcitos/drea matriz 6ssea em fémures dos grupos SHAM, OVX E OVX+GSE. Dados

expressos em mediana e percentis. **p<0,01 e ***p<0,001. Teste One-Way ANOVA seguido pelo teste

de Tukey (A, B, C e D) ou Kruskal-Wallis (E).
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4.1.4. Método do TRAP

Nos cortes submetidos ao método TRAP, para evidenciacdo de osteoclastos,
células TRAP-positivas (citoplasma avermelhado) mostraram-se multinucleadas, o
que confirmou tratar-se de osteoclastos (figuras 9A-F). Nos grupos SHAM (figuras 9A
e 9B), OVX (figura 9C e 9D) e OVX+GSE (figura 9E e 9D) foi observada a presenca

de osteoclastos de maneira similar em contato com a matriz extracelular.

Figura 9: Fotomicrografias de por¢des de osso trabecular da epifise de fémures dos grupos SHAM (A
e B), OVX (C e D) e OVX+ GSE (E e F). Método do TRAP contra corado com Hematoxilina de Carazzi.
Barras: 50 ym. S&o observadas regides de osso trabecular da epifise do fémur (B) com varios

ostedcitos (Ot) e osteoclastos (Oc) TRAP- positivos (cor vermelha) que exibem diversos nicleos (N)



34

4.1.5. Histoquimica do Picro-Sirius — Microscopia de Polarizacao

Nos cortes corados com Picro-Sirius e visualizados em microscépio de luz com
filtro de polarizacéo, foi observada a organizacao e distribuicdo das fibras colagenas
no 0sso trabecular da epifise dos fémures. Nos grupos SHAM (figuras 10A e 9B) e
OVX (figuras 10C e 10D), o arranjo do colageno levou a predominancia da
birrefringéncia verde, o que sugere menor maturidade 6ssea. No grupo OVX+ GSE
(10E e 10F) observou-se proporcdo semelhante das birrefringéncias verde e
vermelho, com discreta predominancia da birrefringéncia verde, indicando que a

dindmica da remodelacéo 0ssea pudesse estar sendo modificada pelo GSE.

Figura 10: Fotomicrografias de por¢des de ossos trabeculares da epifise dos fémures dos grupos
SHAM (A e B), OVX (C e D) e OVX+GSE (E e F). Cortes evidenciados pelo picro-sirius e visualizados

em microscépios de luz com filtro de polarizagdo. Barras: 50 pm.
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4.1.6. Anélise qualitativa ordinal da distribuicdo do colageno

Na comparacdo dos grupos, a andlise qualitativa ordinal das birrefringéncias
relacionados a distribuicdo e ao arranjo do colageno ndo mostrou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos SHAM, OVX e OVX+ GSE. Embora os
escores de birrefringéncia do colageno em percentuais evidenciarem maiores valores
para os tons esverdeados nos grupos SHAM, OVX e OVX+GSE, houve tendéncia a

maior percentual de birrefringéncia avermelhada no OVX+GSE (Figura 11).

Birrefrigéncia do colageno
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Figura 11: Escores e os percentuais de birrefringéncia de verde e vermelho relacionada a distribuicdo
e ao arranjo do colageno em fémures dos grupos SHAM, OVX e OVX+GSE. Dados expressos em

mediana e percentis. Teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

4.2. Experimentos in vitro

4.2.1. Adesao celular
Apos 24 horas e 3 dias de cultura, os ensaios de imunofluorescéncia foram
realizados para marcagdo com DAPI e contagem nuclear. Os resultados mostraram

que a adesao celular aumentou significativamente em 3 dias (p<0.001), sem diferenca
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estatistica entre o controle e as células que receberam as duas concentracdes de

GSE no meio de cultura (Figura 12).

500 5
400 o
300 4
200 o

100 +

Numero de células/campo

Figura 12: Adeséao das células osteoblasticas MC3T3-E1 apos 24 horas e 3 dias de cultura, divididas

nos grupos controle (C), 0.1 ug/ml e 1.0 ug/mL de GSE. Letras diferentes significam diferenca estatistica

para p<0.05. Teste estatistico ANOVA.

4.2.2. Proliferagao celular
A figura 13 mostra que a proliferacdo celular aumentou significativamente com
um pico nos 7 dias de cultura, seguido de uma diminui¢ao significativa em todos os

periodos experimentais (p<0.01), sem diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 13. Proliferacdo das células osteoblasticas MC3T3-E1, divididas nos grupos controle (C), 0.1
ug/ml e 1.0 ug/mL de GSE. Letras diferentes significam diferenca estatistica para p<0.05. Teste

estatistico ANOVA.

4.2.3. Detecgao de fosfatase alcalina

Pode ser observado na figura 14 que a fosfatase alcalina foi detectada em
todos os grupos, nos dois periodos experimentais. E importante salientar a maior
intensidade de marcacao de ALP nos grupos que receberam o GSE, principalmente

da concentragéo de 1.0 ug/mL.
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CONTROL CONTROL

GSE 0,1 pg/mL GSE 0,1 pg/mL

GSE 1,0 pg/mL GSE 1,0 pg/mL

ALP 24 HOURS ALP 3 DAYS

Figura 14. Deteccéo de fosfatase alcalina em cultura de células osteoblasticas MC3T3-E1 apds
24 horas e 3 dias nos grupos controle, GSEO0.1 and GSE1.0. Barra = 50 ym. (vermelho = fosfatase

alcalina; azul = nucleo celular).

4.2.4. Mineralizagao
A figura 15 mostra uma quantidade significativa de nédulos mineralizados apés
17 dias de cultura em todo os periodos experimentais, sem diferencga estatistica entre

o controle e os grupos que receberam as duas concentragdes. Entretanto, o grupo



39

que recebeu 1.0 ug/mL apresentou um aumento significativo quando comparado ao

grupo 0.1 ug/mL.
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Figura 15. Mineralizacao apés 17 dias em cultura de células osteoblasticas MC3T3-E1, divididas nos
grupos controle (C), 0.1 ug/ml e 1.0 ug/mL de GSE. Letras diferentes significam diferenca estatistica

para p<0.05. Teste estatistico ANOVA.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do extrato de semente de
uva rico em proantocianidinas na remodelacdo do tecido Osseo de ratas
ovariectomizadas e nas células osteoblasticas em um modelo in vitro.

O modelo de ovariectomia foi utilizado a fim de tentar mimetizar condicbes pos-
menopausa (DEVLIN; FERGUSON, 1990; GIRO et al., 2008; KALU, 1991). Esse
modelo se beneficia da rapida reacdo as alteracdes hormonais induzidas pela
ovariectomia e refletidas no metabolismo ésseo (DUDECK et al., 2014). No presente
estudo, foi estabelecido um periodo de insuficiéncia de estrégeno de 90 dias pos-
ovariectomia, a fim de garantir que alteracbes ésseas relacionadas a osteoporose
pudessem ser observadas. Sabe-se que histologicamente, o periodo de 90 dias pos-
ovariectomia é suficiente para obtencao de osteoporose animal (FLORENCIO- SILVA
et al., 2013; SANTOS et al., 2014).

Nesta pesquisa, o éxito do modelo experimental proposto e a primeira parte de
nossa hipotese foram confirmados por achados histomorfométricos que
demonstraram reducao significativa do percentual de matriz extracelular da porcao
trabecular da epifise do fémur de animais do grupo OVX em comparacao aos grupos
SHAM e OVX+GSE. Além disto, a area de 0sso também se apresentou menor no
grupo OVX. No espaco previamente ocupado por tecido 6sseo foi observado tecido
conjuntivo, ou seja, a reducgao dos percentuais de matriz extracelular foi inversamente
proporcional aos de tecido conjuntivo. Estes resultados histomorfométricos
corroboram com estudo realizado em camundongos ovariectomizados, nos quais as
proantocianidinas preveniram a perda Ossea em fémures, além de vértebras
lombares, por meio de analise de micro-CT. A ovariectomia afetou o osso trabecular,

porém, ndo 0 0sso cortical. A administracdo do GSE diminuiu a perda 6ssea trabecular
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causada pela OVX (TENKUMO et al.,, 2020; NAGAOKA et al.,, 2019) também
observaram, por meio de micro-CT, aumento significativo de volume 6sseo/volume de
tecido, espessura trabecular e nUmero trabecular em camundongos osteopénicos que
receberam extrato rico em delfinidina, uma das antocianinas mais abundantes
encontradas em vegetais e frutas silvestres.

Em relacédo ao percentual dos ostedcitos, células essenciais para a manutencao
da matriz 6ssea (PLOTKIN; BELLIDO, 2014), nesta investigacdo nao foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos. Este dado difere do observado
em outros estudos como o0 de SEMEGHINI et al. (2022), onde foi observado que, apés
administracdo do carotenoide licopeno, houve um aumento no nimero de osteécitos
e osteoblastos quando comparados aos grupos SHAM e OVX no 0sso trabecular da
epifise distal do fémur apo6s anélise realizada com o método estereoldgico.

Para evidenciar as células responsaveis pela reabsorcdo 6ssea, ou seja, 0S
osteoclastos, foi realizada a histoquimica do TRAP, para deteccdo da enzima
Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato, considerada um marcador osteoclastico (DE
SOUZA FALONI et al.,, 2007). Apesar da administracdo do GSE, ndo foram
observadas diferencas morfoldgicas destas células no tecido 6sseo da epifise femural
dos grupos estudados. Segundo, DE SOUZA FALONI et al. (2012), menor
guantidades de nucleos, além de caracteristicas indicativas de morte celular
programada por apoptose, tais como: volume celular reduzido, nucleos picnéticos e
cromatina periférica condensada poderia indicar que o extrato de semente de uva
reduz a atividade dos osteoclastos, como foi observado por outros pesquisadores
(JIN-SIL et al., 2012; KWAK et al., 2020; TENKUMO et al., 2020; ZHU et al., 2019).

Além dos achados relativos a quantidade de matriz 6ssea, 0 GSE parece exercer

efeito na qualidade O0ssea. Em ratos em crescimento, utilizando-se tomografia
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computadorizada quantitativa periférica tridimensional (pQCT), foi observado um
aumento significativo do material mineral 6sseo quando uma dieta rica em calcio foi
associada ao uso do GSE. Isoladamente, a dieta rica em calcio néo levou aos mesmos
resultados (GUNJIMA et al., 2014).

Os niveis de calcio, fosforo e fosfatase alcalina, avaliados para verificar possiveis
alteracbes nos biomarcadores do tecido 0sseo, nado mostraram diferencas
significativas entre os grupos do presente estudo. Este resultado corrobora com
SOARES et al. (2021), que estudaram o efeito da restricdo calérica na perda 6ssea
alveolar em ratos Wistar com periodontite, 0os quais também n&do observaram
diferencas significativas nos biomarcadores calcio e fosfatase. A restricdo calérica
esta relacionada a diminuicdo do estresse oxidativo, ou seja, reducdo da espécie
reativa de oxigénio (GENARO et al., 2009), que aumenta com o envelhecimento ou
com o inicio do estado inflamatério, podendo afetar negativamente a homeostase
O0ssea. O GSE pode atuar como antioxidante, melhorando a homeostase 06ssea.
(NANDAKUMAR et al., 2008).

A fim de aprofundar a andlise de possiveis efeitos do GSE na qualidade da
matriz, também foi realizada a andlise da birrefringéncia do colageno da matriz
extracelular 6ssea (PACHECO-COSTA et al., 2016). Embora, a avaliacdo qualitativa
ordinal da birrefringéncia resultante da maturidade, distribui¢cdo e arranjo do colageno
nao tenha mostrado diferencas estatisticamente significativas, houve tendéncia de
maiores valores de escores de birrefringéncia esverdeada nos grupos SHAM e OVX.
No OVX+GSE observou-se propor¢cdo semelhante da birrefringéncia de tons
esverdeados e avermelhados, com discreta predominancia da birrefringéncia de tons
avermelhados. Neste tipo de analise as fibras imaturas sdo mais delgadas e

apresentam birrefringéncia em tons esverdeados, enquanto as fibras maduras, que
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sdo mais espessas apresentam tons avermelhados (HIRSHBERG et al., 2007;
PACHECO-COSTA et al., 2016; RETAMOSO et al., 2009;). JA em outro estudo, foi
observada a prevaléncia de fibras colagenas maduras em grupos de ratas
ovariectomizadas no o0sso cortical e esponjoso de fémur, e uma birrefringéncia
esverdeada aumentada em todos 0s grupos tratados com hormonio da paratireoide
(PACHECO-COSTA et al., 2015). SANTOS et al. (2014) utilizaram diferentes doses
de isoflavona de soja no tecido 6sseo de ratas ovariectomizadas, e avaliaram por
analise semiquantitativa as fibras coladgenas nos o0ssos corticais e trabéculas dos
fémures distais. Estes pesquisadores observaram maior intensidade de birrefringéncia
vermelha no grupo tratado com a menor dose de isoflavona e a menor intensidade no
grupo controle. Ja a maior intensidade de birrefringéncia esverdeada foi observada no
grupo controle (SANTOS et al., 2014). Em outro estudo que utilizou isoflavona de soja
associada a vibracdo na cortical éssea dos fémures de ratas ovariectomizadas, as
fibras mostraram maior birrefringéncia vermelha (FLORENCIO-SILVA et al., 2013).

A segunda parte da nossa hipotese foi confirmada pelos resultados
comprovando auséncia de toxicidade e manutencao da atividade funcional das células
osteoblasticas selecionadas para este estudo (MC3T3-E1), principalmente observado
na manutencdo da adesédo e proliferacdo celular dos grupos experimentais, com as
duas concentra¢gfes de GSE. Segundo KWAK et al., (2020) também observaram que
0 extrato de semente de uva ndo apresentou citotoxicidade em células da medula
0ssea. Nossos resultados também demonstraram que a administracdo de GSE
intensificou a deteccédo de fosfatase alcalina apds 24 horas e 3 dias de cultura. De
acordo com VIMALRAJ (2020), a fosfatase alcalina € expressa em abundancia nos

tecidos mineralizados, com um papel essencial na formacédo da matriz 6ssea. Em
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nosso estudo, o GSE nao interferiu na producéo e liberacdo de ALP, contribuindo para
a mineralizacdo observada apés 17 dias de cultura.

Alguns outros estudos foram realizados envolvendo os efeitos do extrato de
semente de uva na atividade funcional osteoblastica por modelos in vitro. Um artigo
publicado por TORRE et al. (2020) mostrou que o extrato total da uva (casca, polpa e
sementes) induz 0o aumento da expressdo de genes associados a diferenciacdo
osteoblastica em células mesenquimais da medula éssea. DAI et al. (2007) também
demonstraram que o resveratrol (um composto fendlico encontrado nas uvas) estimula
a proliferacéo e diferenciacao de células mesenquimais da medula 6ssea por meio da
ativacdo da sinalizacdo ERK1/2. Estudos realizados com as células MC3T3-EL1 cells
e publicados por ZHANG et al. (2014), induziram o estresse oxidativo com peroxido
de hidrogénio e observaram gue o extrato de semente de uva inibiu a apoptose celular
mediada pelo p53.

Algumas limitacdes do estudo devem ser destacadas em relagcéo aos parametros
utilizados. A analise quantitativa morfométrica realizada trouxe informacgfes
importantes, mas poderia ser complementada com parametros de tecnologia 3D,
como microtomografia computadorizada e estereologia. Além disso, o modelo de
cultura in vitro trouxe informacg@es sobre o comportamento de células em um ambiente
ideal, o que nos traz a ideia de posteriormente aplicar o estresse oxidativo na cultura
para simular a condicdo de injuria que as células sofrem em uma condicdo de
osteoporose.

Em conjunto, os resultados obtidos no presente estudo demonstram o efeito do
extrato de semente de uva (GSE) no osso trabecular da epifise femoral de ratas
ovariectomizadas, principalmente associado a manuten¢cao da matriz 6ssea da regiao.

Além disso, foi demonstrado que o GSE promove a manutencao da atividade funcional
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de adesao proliferacdo e mineralizacdo de células osteoblasticas. Mais estudos
devem ser realizados para que o extrato de semente de uva se torne uma alternativa

promissora para o tratamento e prevencdo da osteoporose.
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6. CONCLUSAO

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

Parametros in vivo:

v/ A administracdo do GSE néo influenciou os marcadores séricos (calcio, fosforo

e fosfatase alcalina);

v/ A administracdo do GSE, por meio de avaliagdo de parametros qualitativos e
quantitativos no tecido 6sseo, impediu a perda de matriz 6ssea nas epifises

femorais de ratas ovariectomizadas, nao influenciando o nimero de ostedcitos.

v A administragdo do GSE n&o modificou a morfologia e quantidade de

osteoclastos;

v A administracdo do GSE influenciou no padrdo de fibras colagenas, com
predominéancia de fibras avermelhadas no grupo de animais que recebeu o

GSE.

Parametros in vitro:

v A administragdo das duas concentragdes de GSE n&o interferiu na adeséo

celular ao longo da cultura;

v/ A administragdo das duas concentragcdes néo interferiu na proliferacao celular

ao longo da cultura;

v/ A administracdo das duas concentragfes intensificou a deteccdo de fosfatase

alcalina ao longo da cultura;
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v A administracdo das duas concentra¢des nao interferiu na mineralizacao apos

17 dias de cultura.
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8. ANEXOS

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE OE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO UNIVERSIDADE DE SAO PAU LO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO
PRETO

C E l ' A COMISSAO DE ETICA NO Uso DE ANIMAIS

COMISSAO DE ETICA NO Uso DE ANIMAIS

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que o projeto intitulado "Efeito in vivo e in vitro do extrato de
semente de uva no metabolismo de células osteobldsticas da medula dssea de ratas
ovariectomizadas", Protocolo n ©2018.1.827.58.3, sob a responsabilidade da Profa. Dra.
Karina Fittipaldi Bombonato Prado — que envolve a produgdo, manutengao elou utilizagdo
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°
11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n °6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA),

e foi APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de

Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (CEUA/FORP) em
12/12/2018.

Vigéncia do 01/02/2019 a 01/02/2020
Projeto
Espécie/Linhagem | Rato heterogénico / Hannover

N ©de animais 42

Peso/ldade 300g

Sexo

Origem Biotério Central - PUSP-RP

Ribeirdo Preto, 12 de dezembro de 2018.
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