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RESUMO

Considerando o uso do Chenopodium ambrosioides L. na medicina tradicional para o
tratamento de fraturas dsseas e 0 conhecimento de que compostos antioxidantes podem estar
relacionados a saude dssea, este trabalho foi desenvolvido a fim de analisar a atividade
antioxidante bem como a influéncia do extrato etandlico das folhas do Chenopodium
ambrosioides L. (EEC) na diferenciacdo in vitro de células pré-osteoblésticas MC3T3-EL. Foi
realizada uma triagem fitoquimica para quantificacdo de flavonoides, polifenois e taninos e
assim foi verificado que o EEC possui alto teor de taninos (43,27% equivalentes de catequina)
sendo as demais classes bem representadas (6,57% para polifenois e 6,24% para flavonides).
O potencial antioxidante do EEC foi avaliado por meio de testes para atividade antioxidante
total (CAT), atividade redutora, sequestro de radicais superoxido e quelacdo cuprica. Para a
analise de diferenciagdo osteoblastica in vitro, foi realizado o ensaio de viabilidade e
proliferacdo celular por reducdo do corante de tetrazélio (MTT), o doseamento da enzima
fosfatase alcalina (FAL) e a analise do grau de mineralizacdo da matriz por coloragdo von
Kossa. O EEC apresentou potencial antioxidante, principalmente para os testes que avaliaram
a CAT (120mg equivalentes a &cido ascorbico) e quelacdo cuprica (79,2% de quelacdo
relativa ao EDTA). Além disso, o EEC foi capaz de interferir positivamente na proliferacéo
das células MC3T3, proporcionando 251% de proliferacdo em comparacdo com o controle
nas primeiras 24h, na concentracdo de 150 pg/mL. No entanto, em nenhum dos testes
realizados para a diferenciacdo osteoblastica foi possivel observar influéncia positiva para os
tratamentos com o EEC. Assim, o EEC apresentou-se como um potente antioxidante, mas ndo
apresentou poder osteoindutor. Portanto, a sua possivel participacdo no processo de reparacdo
Ossea pode estar relacionada com outras vias, incluindo o potencial antirreabsortivo,
angiogénico, dentre outros, ndo analisados neste trabalho.

Palavras-chave: Chenopodium ambrosioides; Antioxidantes; Diferenciagdo Celular; Matriz
Ossea.



ABSTRACT

Considering the use of Chenopodium ambrosioides L. in folk medicine for the treatment of
bone fractures, and the knowledge that antioxidants may be related to bone health, this study
was developed to examine the antioxidant activity and the influence of ethanol extract of
leaves of Chenopodium ambrosioides L. (EEC) on the in vitro differentiation of MC3T3-E1
pre-osteoblastic cells. Phytochemical screening was performed for quantification of
flavonoids, polyphenols and tannins and thus it was found that the EEC has a high tannin
content (43.27% catechin equivalents) and the remaining classes are well represented (6.57%
for polyphenols and 6, flavonides to 24%). The antioxidant potential of the EEC was
evaluated by total antioxidant activity (CAT), reducing power, kidnapping of superoxide
radicals and copper chelation tests. For in vitro osteoblastic differentiation analysis, cell
viability and proliferation tests were performed by reduction of tetrazolium dye (MTT),
alkaline phosphatase (ALP) assay and observation of the degree of matrix mineralization by
von Kossa staining. The EEC showed antioxidant potential, notably for tests that evaluated
CAT (equivalent to 120mg of ascorbic acid) and copper chelation (79.2% of chelation
compared to EDTA ). Furthermore, the EEC was able to positively affect MC3T3 cells
proliferation, providing 251% in comparison with control in the first 24 hours, at a
concentration of 150 pg/mL. However, in none of the tests for osteoblastic differentiation was
observed positive influence of EEC for the treatments. Thus, the EEC presented as a
powerful antioxidant, but did not reveal an osteoinductive property. So, the possible
involvement of EEC in bone repair may be related to other pathways, including the anti-
reabsortive and angiogenic potential, among others, which were out of scope of this work.

Keywords: Chenopodium ambrosioides; Antioxidants; Cell Differentiation, Bone Matrix.
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1. INTRODUCAO

O osso é um o6rgdo com fungdo de sustentar e proteger outros 6rgdos além de garantir a
homeostase mineral, principalmente devido ao fato de o tecido 0sseo ter uma matriz
extracelular (MEC) majoritariamente inorganica, permeada por fibras colagenas. As células
0sseas sdo responsaveis pela producdo e manutencao da qualidade dessa matriz, renovando o
tecido 6sseo constantemente por um processo denominado remodelagcdo. Nesse processo, ha a
reabsorcdo da matriz seguida pelo preenchimento das lacunas resultantes com novo tecido
6sseo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

No entanto, desordens que alteram o rigido equilibrio entre a reabsorcdo e formacéo
Ossea, levam a quadros criticos de debilidade fisica (FENG; McDONALD, 2011). Dentre as
doencas decorrentes de alteracbes do metabolismo 6sseo, a osteoporose merece destaque por
acometer milhares de pessoas por ano, sendo caracterizada pela reducdo da qualidade 6ssea, 0
que propicia o aumento dos riscos de fraturas (FENG; McDONALD, 2011; NIH, 2000).

LesBes Osseas decorrentes de traumas, facilitadas ou ndo pela condi¢do osteoporoética,
de periodontite ou de problemas oncoldgicos, também sdo sérios problemas de salude publica
(BUTTON et al.,2009; KENLEY et al.,1993). Apesar de o 0sso ter capacidade de
regeneracdo, a reabilitacdo é um processo demorado e que muitas vezes necessita de
intervencdes cirargicas (KENLEY et al.,1993). No caso de perdas 6sseas que impossibilitam
ou dificultam o processo de reabilitagdo natural, o uso de substancias reabilitadoras e/ou
implantes de biomateriais se faz necessario (CHIAPASCO; ROMEO, 2007).

Mesmo com 0s avangos na area de engenharia tecidual do tecido 6sseo, 0s tratamentos
instituidos para a reabilitacdo 6ssea nem sempre resultam numa solucdo ou mesmo alternativa
eficaz (CHIAPASCO; ROMEOQ, 2007; CRANNEY et al., 2002 a, b; KENLEY et al.,1993).
Vale ressaltar que o processo de regeneracdo € dificultado quando se ha alteracdes
metabolicas. Assim, ha uma busca constante de alternativas que possam auxiliar a
cicatrizacdo d6ssea no caso de lesGes ou favorecer a reabilitacdo da qualidade do tecido 6sseo.

Investigagdes cientificas elucidaram varias maneiras de compostos interferirem na
salde 6ssea. Por diversos mecanismos, podem favorecer a formacdo do tecido 6sseo e/ou
atenuar sua reabsorcdo, ou mesmo auxiliar no processo de regeneragdo de forma indireta,
como promovendo o0 suprimento sanguineo a regido lesionada. A partir dessas investigacoes,

descobriu-se, por exemplo, que fisiopatologias dsseas estdo associadas ao estresse oxidativo
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(OZGOCMEN et al., 2007; WAUQUIER et al. 2009) e portanto, compostos antioxidantes
possuem potencial para afetar positivamente o metabolismo ésseo (CARVALHO, 2013).

Na busca de novas alternativas farmacoldgicas, os vegetais tém relevancia por
oferecerem uma variedade de compostos com possiveis potenciais terapéuticos, e a maioria
deles ainda ndo foi investigada (PINTO et al., 2002). O conhecimento popular referente a
medicina tradicional tem direcionado investigacOes cientificas que visam garantir a seguranca
e eficacia do uso pela populagédo e/ou estimular sua utilizacdo como alternativa terapéutica,
mas também, tém por objetivo elucidar e isolar compostos para elaboracédo de fitofarmacos
(JONAS; LEVIN, 2001; MACIEL et al., 2002; TOLEDO et al., 2003).

A Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) lista varias
plantas com potencial terapéutico usadas na medicina popular, com o objetivo de apoiar a
fitoterapia e incentivar pesquisas para validar as propriedades farmacoldgicas das mesmas
(BRASIL, 2009). Dentre as plantas listadas, destaca-se a Chenopodium ambrosioides L.,
popularmente conhecida como mastruz, por ser amplamente utilizada pela populagéo (P10
CORREA; PENA, 1884; DI STASI, HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI; MATQS, 2002).

Dentre as varias indicacdes, C. ambrosioides é utilizada como antehelmintica,
expectorante e cicatrizante (LALL, MEYER, 1999; NASCIMENTO et al., 2006), além de ser
empregada no reparo de fraturas (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; MORAIS, et al.,2005;
SILVA et al., 2006). Experimentos laboratoriais in vivo verificaram a eficacia das folhas
desse vegetal para a cicatrizacdo 6ssea (PINHEIRO NETO, 2005; SOUSA, 2010).

A regeneracdo de lesdes Osseas facilitada por compostos pode estar relacionada ao
potencial osteoindutor dos mesmos. Para se avaliar a atividade de uma substancia in vitro,
como o potencial osteoindutor, um método bastante utilizado é a cultura de células. Em
especial, os pré-osteoblastos MC3T3 trazem vantagens e facilidades metodoldgicas
(KODAMA et al.,1981; QUARLES et al.,1992; SUDO et al.,1982), de modo que a
diferenciacdo dessas células em osteoblastos maduros pode ser facilmente reconhecida por
marcadores do metabolismo osteoblastico, como a fosfatase alcalina (FAL) e pelo grau de
mineralizacdo da matriz extracelular (MEC) (GOLUB; BOESZE-BATTAGLIA, 2007).

Considerando o possivel potencial do C. ambrosioides L. no reparo 6sseo, este trabalho
investigou a sua atividade antioxidante, bem como a sua influéncia no processo de
diferenciacdo dos pré-osteoblastos MC3T3 e na atividade osteoblastica de mineralizacdo da

MEC durante a diferenciagao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antioxidante bem como a influéncia do extrato etandlico das folhas
do Chenopodium ambrosioides L (EEC) na diferenciacdo in vitro de células pré-
osteoblasticas MC3T3-E1.

2.2. Objetivos Especificos

. Avaliar o potencial antioxidante do EEC; Realizar uma triagem fitoquimica a fim

de estabelecer o percentual de polifenois, flavonoides e taninos presentes no EEC;

. Averiguar o potencial proliferativo das células MC3T3 submetidas ao tratamento
com o EEC por MTT,;

. Identificar e selecionar, através ensaio de viabilidade celular, trés concentracfes
do EEC a serem empregadas nas analises de diferenciacdo em cultura de células
MC3T3-E1,

. Comparar o grau de diferenciacdo osteoblastica entre o controle e as células
tratadas com as diferentes concentra¢fes do EEC por quantificacdo da fosfatase

alcalina (FAL), empregando-se técnica quimiomeétrica;

. Avaliar o grau de mineralizacdo da matriz formada pelas células MC3T3 tratadas
com as trés diferentes concentracGes do EEC elegidas, pela técnica de coloracédo

von Kossa.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. OSSO

3.1.1. Composicao e Funcgao

O o0sso € um 0Orgdo composto por tecido 6sseo (com uma matriz mineralizada,
responsavel pela sustentagdo do corpo e 6rgdos), tecido cartilaginoso (fibras cartilaginosas
gue amortecem e permitem 0s movimentos entre 0s 0sso0s), tecido conjuntivo (peridsteo e o
enddsteo, a fonte energética e osteogénica), tecido adiposo (medula 6ssea amarela, principal
fonte energética) e pelos tecidos nervoso e hematopoiético (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

O tecido dsseo é formado por células associadas a uma matriz extracelular (MEC)
organica, reforcada por depositos de minerais, sendo que esta porcdo inorganica representa
60% da constituicdo do tecido 6sseo (ROBEY; BOSKEY, 2008). A porcédo organica da MEC
Ossea é constituida principalmente por colageno tipo 1 (95%), os restantes 5% sdo compostos
por proteoglicanos e glicoproteinas (osteocalcina, osteopontina, fibronectina, fatores de
crescimento). A parte inorganica é constituida principalmente por fosfato e célcio, mas
também por bicarbonato, magnésio, potéssio, sédio e citrato (GENESER, 2003).

Tal composicdo confere ao o0sso tanto rigidez (MEC inorganica) quanto certa
flexibilidade (MEC organica) que se traduzem em uma melhor resisténcia fisica. Assim, 0sso
confere suporte mecanico para as articulagoes, tenddes e ligamentos e protege 6rgdos vitais.
Além disso, também age como reservatério mineral, sendo importante para a homeostase
principalmente do calcio e do fosfato no organismo (FENG; McDONALD, 2011).

Muito embora seja composto em grande parte por MEC inorganica, 0 0SS0 Vivo é
dindmico, sendo metabolicamente ativo e capaz de adaptar-se as condi¢des externas por meio
de um processo designado remodelacdo 6ssea. A manutencdo da qualidade e resisténcia do
tecido 6sseo, que garantem a eficacia no desempenho destas funcgdes, bem como a liberagédo
controlada de minerais para o sangue, dependem deste processo (SEEMAN; DELMAS,
2006).
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3.1.2. Macroestrutura

Macroscopicamente, 0 0sso apresenta duas regides de tecido 6sseo que sdo chamadas de
substancia compacta e esponjosa. A substancia esponjosa, ou 0sso trabecular, cerca de 80%
do tecido dsseo total, € composta por filamentos intercomunicantes, as trabéculas, que
delimitam espacos, dando a aparéncia porosa (Figura 1 A e B). Nesses espacos, aloja-se a
medula 6ssea vermelha, com células hematopoiéticas, ou a amarela, formada por adipdcitos.
Por toda sua extensdo, 0 0SSO esponjoso € recoberto por uma camada de tecido conjuntivo
designada endosteo (GENESER, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Ja o tecido 6sseo que compde o0 0sso compacto ou substancia compacta, é formado por
MEC depositada de forma concéntrica a um canal denominado canal de Havers, por onde os
vasos sanguineos permeiam a massa compacta e nutrem suas células, formando um sistema de
Havers ou osteon (Figura 1 A). Assim, forma, a olho nu, uma massa sem espacos visiveis a
qual € recoberta por uma camada de tecido conjuntivo designada periosteo (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2008) (Figura 1 A e B).

Sistemas de Harvers
Osteons

Vasos sanguineos

compacto

Enddsteo

A

Figura 1: Macroestrutura 6ssea. A: Esquema da macroestrutura 6ssea do 0sso compacto, formado por
sistema de Havers (6steons) e recoberto por peridsteo, e do 0sso esponjoso, formado por trabéculas e
recoberto pelo endosteo. B: Detalhes do tecido 6sseo esponjoso, localizado internamente em relacdo
ao tecido 6sseo compacto.

Fonte: GENESER (2003) com modificacBes

Em termos funcionais, o0 tecido 0sseo compacto promove uma atividade mecanica e

protetora, j& que a relacdo entre a massa/volume € muito maior em comparagdo ao espon;joso,
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0 que significa que tem uma maior densidade, proporcionando maior resisténcia as forcas de
compressdo, enquanto que 0 0sso esponjoso tem essencialmente fungGes metabolicas; com
uma maior area de superficie por unidade de volume, suas células podem ser mais facil e
diretamente influenciadas, promovendo uma resposta mais rapida aos estimulos mecanicos,
quimicos e hormonais (FENG; McDONALD, 2011; SILVERIO CABRITA, 1993).

3.1.3. Microestrutura

Em se tratando de constituicdo celular, o tecido 0sseo é organizado por células de
linhagem osteoblastica, com funcdo anabdlica (formacdo de tecido 6sseo) e por osteoclastos,
provenientes de precursores hematopoiéticos, com funcdo catabdlica (reabsorcdo do tecido
0sse0) (TAKAHASHI et al., 2002). As células da linhagem osteoblastica compreendem um
conjunto de células derivadas de células mesenquimais primitivas que se diferenciam em
osteoprogenitoras, a partir das quais ha uma diferenciacdo progressiva em pré-osteoblasto,
osteoblasto que por fim, tornam-se ostedcitos ou celulas de revestimento (GENESER, 2003).

As células mesenquimais primitivas sdo pluripotentes, com capacidade para
diferenciarem-se também em fibroblastos, condrdcitos, adipocitos, células musculares e
células do estroma medular, dependendo de varios mecanismos de regulacdo mediados por
fatores de crescimento (FRIEDENSTEIN; CHAILAKHYAN, 1987; PITTENGER, 1999).

Tanto o periésteo quanto o enddsteo sdo fontes de células osteoprogenitoras. O
peridsteo é formado por uma membrana de tecido conjuntivo vascularizada que apresenta
uma camada externa fibrosa, com uma funcdo de suporte e aporte sanguineo e nervoso a
superficie do tecido désseo compacto; e uma camada interna osteogénica, formada pelas
células osteoprogenitoras, com especial importancia no processo de regeneracdo 6ssea. J& 0
enddsteo pode ser considerado como uma camada periférica condensada do estroma da
medula 0ssea, apresentando um potencial osteogénico e hematopoiético, reestabelecendo o

suprimento sanguineo a area em regeneracao (DIAS, 2004).

3.1.4. Formag&o e Metabolismo do Tecido Osseo

A formacdo e a dindmica metabolica do tecido 06sseo envolvem uma série de
fendmenos, a comecar pela migracdo de celulas precursoras para o local onde ocorre a

proliferacdo e diferenciacdo dessas células, seguida pela maturacdo e crescimento, com o
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concomitante desempenho de suas respectivas funcdes. Esses eventos sdo controlados e
coordenados por varios fatores de origem enddcrina, paracrina e autdcrina, sendo ainda
influenciados por forcas mecanicas (HUANG et al., 2007; SANTOS; BAKKER; KLEIN-
NULEND, 2009; KALAJZIC et al., 2005).

3.1.4.1. Diferenciacéo, Caracterizacado e Atividade dos Osteoblastos

No microambiente dsseo, a diferenciacdo progressiva das células osteoprogenitoras esta
sob influéncia de fatores capazes de interferir na migracdo, diferenciacéo e atividade celular,
tais como as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) (YAMAGUCHI et al., 2000), fator de
crescimento transformante-p (TGF-B) (OTA et al., 2013), fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) (NIU; ROSEN, 2005), fator de crescimento fibroblastico (FEI et al., 2011),
integrinas (TAKEUCHI et al.,1997), caspases (MIURA et al.,2004; MOGI; TOGARI, 2003),
proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK) (GE et al.,2007), Wnt (wingless-type
MMTV integration site family) (WESTENDOREF et al.,2004); fatores de transcricdo Runx2
(KOMORI, 2002) e Osterix (CAO et al.,2005), além de hormdnios, como o paratormonio
(PTH) e calcitonina (AGAS et al.,2013).

Durante todo o processo de diferenciacdo, ou seja, desde pré-osteoblastos até que se
tornem ostedcitos ou células de revestimento, essas células desempenham uma intensa
atividade metabdlica, pois sdo responsaveis pela formacédo e organizagdo do tecido ésseo. De
acordo com a fase do desenvolvimento em que se encontram, as células de linhagem
osteoblastica produzem e secretam colageno tipo | (Coll), proteinas ndo colagénicas, varias
citocinas e fatores de crescimento de efeito local sobre a formagdo e reabsorgcdo Ossea e
regulam a mineralizacdo da matriz dssea (GENESER, 2003). Quando na fase de pré-
osteoblasto e osteoblasto, as células possuem desenvolvidas organelas relacionadas a sintese e
modificacdo proteica, a saber, o reticulo endoplasmatico rugoso e o complexo golgiense, que
conferem um citoplasma basofilo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A diferenciacdo dos pré-osteoblastos em osteoblastos maduros, ocorre
aproximadamente num periodo de 21 a 28 dias e € marcada por trés estagios denominados
proliferacdo, maturagcdo e mineralizacdo (CHOI et al.,1996; QUARLES et al.,1992; SUDO et
al.,1983). O primeiro momento, que corresponde, aproximadamente, aos dez primeiros dias, é

caracterizado pelo aumento da taxa proliferativa, a qual é regida por genes e proteinas
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relacionadas ao ciclo celular, como os genes c-fos e c-myc e as proteinas histonas e proteina
ativador-1 (AP-1) (CHOI et al.,1996; LIAN; STEIN, 1992).

O segundo momento, entre 10 a 20 dias, € marcado pela formagdo e maturacdo da
matriz extracelular (LIAN; STEIN, 1992), lembrando que a matriz organica, produzida pelos
osteoblastos, € constituida majoritariamente por colageno em substancia fundamental, sendo
esta, composta por proteoglicanas, como sulfato de condroitina e hialuronana, e vérias outras
proteinas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Vale destacar que nesse estagio, estdo sendo mais abundantemente produzidas a
fosfatase alcalina (FAL), fundamental para iniciar e preparar a matriz para 0 processo de
mineralizacdo (GOLUB; BOESZE-BATTAGLIA, 2007), e a osteonectina, com funcdo de
adesdo, unindo os componentes das superficies celulares aos da matriz, em especial ao célcio
e ao colageno (QUARLES et al.,1992; VARY et al.,2000).

Com a acdo dessas e outras proteinas, a MEC sofre uma série de alteragdes na
composic¢do e organizacgao tornando-se competente para o terceiro estagio, o da mineralizagéo.
Os mondmeros de coladgeno rapidamente se polimerizam tornando-se fibras. O tecido
resultante, por sua vez, é chamado de osteoide, definido como a matriz 6ssea ainda nao
mineralizada (GENESER, 2003).

No inicio da mineralizacdo h& deposicdo de calcio amorfo (GENESER, 2003). A
fosfatase alcalina catalisa uma reacdo de hidrélise em meio alcalino, onde é gerado fosfato
inorganico, utilizado na formacdo do fosfato de célcio (GOLUB; BOESZE-BATTAGLIA,
2007; SIMAO et al., 2007). Aos poucos, os sais de calcio e fosfato comecam a se precipitar
na superficie das fibras colagenas e estes compostos amorfos, por reagdes quimicas, se
organizam em cristais de hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH)]. Outros ions como magnésio e
potassio também estdo presentes na matriz, mas provavelmente ndo formam cristais tipicos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A deposicdo dos cristais e fibras colagenas é
estrategicamente concéntrica de forma que os cristais unem-se hermeticamente as fibras. Essa
disposigéo evita o deslocamento desses componentes da MEC, impedindo o cisalhamento do
0sso (GENESER, 2003).

Nesse terceiro estagio, varios genes que codificam proteinas relacionadas a
mineralizacéo sdo expressos em paralelo com a acumulagdo de minerais. Tais genes traduzem
proteinas 0sseas como a sialoproteina, osteopontina e osteocalcina (proteina ndo colageno
mais abundante no tecido 6sseo adulto) (CHOI et al.,1996), que sdo moléculas que permitem
a unido de células 6sseas a matriz (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). A mineralizagdo da

matriz induz modificagcdes metabdlicas e morfologicas dos osteoblastos (STEIN et al.,1990).
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Quando a mineralizacdo esti acentuada, observa-se a maxima expressao do gene da
colagenase, relacionada com a remodelacdo da matriz. Também ha células apoptoticas, como
um mecanismo para a regulacdo do nimero de osteoblastos de superficie que se diferenciardo
em ostedcitos a posteriori (MARTIN et al.,1993). A Figura 2 traz uma relacdo temporal das

principais proteinas que marcam a diferenciacdo osteobléstica.

PROLIFERAGAO DIFERENCIAGAO MINERALIZAGAO

— Formagdo e maturagdo da MEC —>  Apoptoses

Crescimento

>

Pré-osteoblato ——= Osteoblato ———= Pré-ostedcito —> QOstedcito

Figura 2: Principais fatores produzidos pelos osteoblastos e usados como marcadores dos diferentes
estagios de desenvolvimento da diferenciacdo osteoblastica. MEC, matriz extracelular; AP-1, proteina
ativador-1; H4, histonas; Coll, colageno tipo 1; FAL, fosfatase alcalina; OPN, osteopontina, OCN,
osteocalcina; BSP, sialoproteina 6ssea.

Fonte: LIAN; STEIN (1992) com modificaces.

Apdbs esse processo, 0s osteoblastos podem se diferenciar em dois tipos celulares: em
celulas de revestimento ou em oste6citos. Quando os osteoblastos séo circundados por matriz
e diminuem o metabolismo celular, ha degradacdo paulatina do reticulo endoplasmaético
rugoso e do complexo golgiense. Tornam-se, entdo, quiescentes e passam a ser chamados de
ostedcitos. Estes se comunicam entre si através de canaliculos, uma vez que ndo ha como
ocorrer difusdo através de uma matriz mineralizada (GENESER, 2003).

Dentro dos canaliculos, os prolongamentos dos ostedcitos estabelecem contatos através
de juncbes comunicantes por onde podem passar pequenas moléculas de um ostedcito para
outro. A nutricdo dos ostedcitos também ¢é facilitada pelos canais de Havers e Volkmann
(canais que interligam os canais de Havers), com vasos sanguineos gque partem da camada
externa do periosteo e intermeiam o 0sso compacto (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os osteoblastos que permanecem na superficie apos a formacao do osteoide, passam a
ser chamados de células de revestimento, as quais formam uma camada tipo epitélio simples

pavimentoso que recobre todas as superficies dsseas internas e externas com papel importante
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na diferenciacdo de células mesenquimatosas e na atividade anabdlica dos osteoblastos, bem
como influenciam na atividade dos osteoclastos (EVERTS et al.,2002).

3.1.4.2. Diferenciagéo, Caracterizagdo e Atividade dos Osteoclastos

O osteoclasto é uma célula gigante e movel, diferenciada a partir da juncdo de varias
células, sendo, portanto, multinucleada, chegando a possuir em torno de 50 nucleos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Estas células precursoras, de origem hematopoiética,
pertencem a linhagem de mondcitos/macréfagos (BONUCCI, 1981). O osteoclasto maduro
possui numerosas mitocondrias e complexos golgienses alem de vactolos de fagocitose e
lisossomos agrupados preferencialmente sob uma porcdo especializada da membrana
plasméatica com varias invaginagdes, chamada de borda em escova (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

Células osteocléasticas apresentam a fungédo de reabsorcdo do tecido 6sseo em areas de
remodelacdo, pela degradacdo enzimatica da matriz proteica e dissolucdo acida dos minerais
da MEC o6ssea. O espaco na MEC resultante da atividade osteoclastica € denominado lacuna
de Howship (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A osteoclastogénese ocorre em aproximadamente seis dias, sendo a fase inicial, a de
proliferacdo, com duracdo de quatro dias, seguida da fase de diferenciacdo nos ultimos dois
dias (SUDA et al.,1999). A origem e atividade dos osteoclastos tém influéncia de horménios
circulantes, incluindo o PTH e os hormonios esteroides gonadais, estrogénio e testosterona
(MARTIN; UDAGAWA, 1998). Também sdo relevantes para a formacéo e atividade dos
osteoclastos, os fatores de necrose tumoral (TNFS), responsaveis por ativar um fator de
transcrigdo chamado fator nuclear kB (NF-xB) (MATSUO; IRIE, 2008).

As células da linhagem osteoblastica agem no recrutamento e metabolismo dos
osteoclastos de varias formas (Figura 3). Por exemplo, o fator de crescimento de mondcitos
(M-CSF) liberado por células osteoblasticas, interfere na proliferacdo e diferenciacdo dos
osteoclastos (BISKOBING et al.,1995). Além disso, induzidos por vitamina D (forma ativa:
1,25-di-hidroxivitamina D3 ou 10,25(OH),D3), PTH e interleucina-1 (IL-1) (TSUKII et
al.,1998), os osteoblastos expressam uma proteina de membrana denominada RANKL,
também conhecida como ODF, OPGL ou TRANCE, um membro da familia dos TNFs. Na
superficie dos osteoclastos, ha um receptor para esta molécula, denominado RANK.

A interacdo entre osteoblastos e osteoclastos por meio de RANKL/RANK ativa 0 NF-

kB, que é crucial para a fusdo dos osteoclastos imaturos e ativacdo dos mesmos, tornando-os
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osteoclastos maduros (MATSUO; IRIE, 2008). Por outro lado, sabe-se que a osteoprotegerina
(OPG), que é produzida por osteoblastos, também interage com RANKL, impedindo assim,
sua interacdo com RANK, evitando que ocorra a diferenciacdo e maturacdo dos pré-
osteoclastos (SUDA et al.,1999; WRIGHT et al.,2009). Esse meio de ativacdo dos

osteoclastos estd esquematizado na Figura 3.

M-CSF Proliferation

&
A Differentiation
c-Fms
_—
Osteoclast . Prefusion osteoclasts
progenitors RANK #{ OPG (pOCs)

Survival & Fusion

RANK

(10,25(0H)2Ds, PTH, IL-11 )

Activation Osteoclasts

Activated osteoclasts

Figura 3: Representagdo esquemética da diferenciacdo osteoclastica por influéncia de células da
linhagem osteoblastica.

Fonte: SUDA et al. (1999)

Os osteoblastos também produzem outros fatores que servem como mediadores para a
formacdo ou reabsorcdo Ossea, como o fator de crescimento similar a insulina (IGF-1), a
interleucina-6 (IL-6) (TSENG et al.,2010) e as prostaglandinas (PGE2) (BLACKWELL;
RAISZ; PILBEAM, 2010).

O mecanismo de reabsorcdo envolve a secrecdo de ions hidrogénio e enzimas
proteoliticas para o compartimento de reabsor¢cdo (BARON, 1996; TEITELBAUM et
al.,1996). O liquido desse espaco atinge pH 4 por meio de ATPases presentes ha membrana
da borda em escova, as quais bombeiam os prdotons. Assim, o pH &cido serve para ativar as
enzimas lisossdmicas, como a colagenase e a catepsina K, que degradam parte da matriz
organica. Os protons associam-se com ions cloro, também bombeados pelos osteoclastos,
formando &cido cloridrico que dissolve a parte inorganica da MEC 06ssea (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).
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3.1.4.3. Remodelagdo Ossea

O metabolismo 6sseo é resumidamente entendido como um equilibrio entre a atividade
reabsortiva por osteoclastos seguida de formacdo Ossea pelos osteoblastos, em resposta a
diferentes estimulos, como a formacdo de microfissuras ésseas, baixos niveis de calcio no
sangue, carga mecanica, alteracbes hormonais ou de citocinas (ANDERSEN et al.,2009).
Porém, ostedcitos e células de revestimento também desempenham papéis cruciais nesse
processo.

Os ostedcitos sdo células mecanossensiveis capazes de reconhecer microfissuras e
tensdo mecénica (SANTOS; BAKKER; KLEIN-NULEND, 2009). Além disso, ha transdugéo
de sinal entre os osteoblastos, osteoclastos e células de revestimento com ostedcitos (RUBIN;
RUBIN; JACOBS, 2006). Assim, 0s ostedcitos reconhecem regides que necessitam de
remodelacdo e orientam a inicializacdo do processo.

A remodelacdo pode ser dividida em quatro fases: a primeira corresponde a iniciacao da
remodelagdo num local especifico; a segunda fase é caracterizada pelo recrutamento dos
precursores de osteoblastos e osteoclastos até o local, sequida da reabsorcdo osteoclastica; na
terceira fase, ocorre a diferenciacdo dos osteoblastos que iniciam o preenchimento da lacuna
de Howship resultante da digestdo osteoclastica; e a ultima fase refere-se a mineralizacdo do
osteoide (FENG; McDONALD, 2011).

Na primeira fase, a iniciacdo se da por um processo de degradacdo da matriz organica,
principalmente do coldgeno da MEC 0ssea, pelas células de revestimento, que assim se
desprendem dessa matriz agora majoritariamente inorganica (EVERTS et al.,2002; LERNER,
2006). Desse modo, forma-se um espago entre a monocamada de revestimento e a matriz.
Este é, portanto, um sistema fechado, denominado compartimento de remodelacdo 0ssea (do
inglés Bone Rebsortion Center - BRC) que estd em contato com vasos sanguineos (HAUGE
et al.,2001; ANDERSEN, et al.,2009).

Provavelmente ha angiogénese local e assim, vasos sanguineos recobrem o BRC e tém
sido inclusive relatados como parte integrante desse centro de reabsorcdo (ANDERSEN et
al.,2009; DODD; RALEIGH; GROSS, 1999; PACICCA et al.,2003). Importante destacar que
precursores osteoblasticos tém localizacdo perivascular, inclusive no periosteo e endosteo
(SHI; GRONTHOS, 2003). Assim, tanto os precursores dos osteoblastos como dos
osteoclastos (de origem hematopoiética e por isso presentes na corrente sanguinea) permeiam
a barreira de células de revestimento para o interior do BRC por meio dessa comunicagdo
vascular (ANDERSEN, et al.,2009; FENG; McDONALD, 2011) (Figura 4).
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Medula ossea

* Diferenciagao
Diferenciagao ¢ osteoblastica

osteoclastica

e

. Células de

Comunicagao revestimento

Figura 4: Comunicagéo entre vasos sanguineos e o0 BRC como fonte de precursores de osteoclastos e
osteoblastos.

Fonte: Andersen et al.,2009, com modificagdes.

Os precursores osteoclasticos no BRC sdo estimulados a diferenciacdo por Vvarios
fatores e citocinas ja discutidos anteriormente, principalmente pela expressdo de RANKL nas
células de revestimento e pelos precursores osteoblésticos locais. A degradacdo do colageno
superficial pelas células de revestimento também tem sua relevancia por permitir que os
osteoclastos maduros entrem em contato com a por¢do inorganica da MEC, o que ¢é
importante para que possam iniciar o processo de degradacao da matriz (LERNER, 2006).

Quando a reabsorcao é finalizada, as células de revestimento degradam os restos de
matriz organica deixados pela atividade osteoclastica e recobrem a matriz com uma fina
camada proteica, finalizada com fibras coladgenas, chamada linha de cemento (EVERTS et
al.,2002). Esta é importante para a deposicdo dos osteoblastos e inicio de sua atividade de
formagédo do osteoide, seguida pela mineralizacdo deste (EVERTS et al.,2002; LERNER,
2006). A posteriori, alguns desses osteoblastos se diferenciardo em ostedcitos enquanto outros
fardo parte da camada de revestimento. A Figura 5 traz um esquema desse ciclo de

remodelagéo durante as quatro fases.
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Figura 5: Fases da remodelacéo 6ssea

* Fase 1: Iniciacdo / ativacdo da remodelacdo 6ssea em um local especifico.
Antes da fixacdo dos osteoclastos a superficie, células de revestimento digerem a matriz orgéanica e se
desprendem da superficie 6ssea formando o BRC.

+  Fase 2: Recrutamento de precursores de osteoblastos e osteoclastos seguida de reabsorcéo.
Preosteoclastos atravessam a camada de revestimento, se diferenciam em osteoclastos maduros, iniciam
e finalizam o processo de reabsorcdo dentro do BRC.

» Fase 3: Diferenciacdo e funcdo osteobléstica (sintese do osteoide).
Células de revestimento ocupam as lacunas do Howship e digerem as sobras de coldgeno deixadas pelos
osteoclastos. Depois, formam uma linha de cemento e depositam uma fina camada de colageio fibrilar
nas superficies limpas (ndo ilustrado).

+  Fase 4: Mineralizacdo de osteoide e conclusdo da remodelagéo 6ssea.
Deposicdo do osteoide seguida de mineralizagdo pelos osteoblastos.

Fonte: (FENG; McDONALD, 2011) com modificagdes.

Assim sendo, o processo de remodelacdo 0ssea, por meio do qual ocorre a renovacao
da matriz e o reparo de microfissuras, € fundamental para a manutencéo da qualidade do 0sso
e, consequentemente, para garantir a eficAcia no desempenho de suas funcgdes, além de
promover a homeostasia mineral (FENG; McDONALD, 2011).

Esse processo requer um equilibrio rigido entre a reabsorcdo e a reposicdo do tecido
0sseo, garantindo que ndo haja alteragdes na massa ou qualidade do osso apés cada ciclo. No
entanto, uma variedade de fatores, incluindo as mudangas hormonais associadas a menopausa,

fatores relacionados com a idade, mudancas na atividade fisica, uso de certos medicamentos e
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doencas secundarias, afetam esse equilibrio levando ao desenvolvimento de patologias
(FENG; McDONALD, 2011).

3.2. REGENERACAO DE FRATURAS

Ha dois tipos béasicos de regeneracdo de fraturas. Quando a lesdo ainda permite a
proximidade minima (200 a 500 pm) entre as duas porcoes dsseas, a regeneracdo é baseada no
processo de remodelacdo natural (TOSOUNIDIS et al., 2009). Quando h& uma distancia
maior, como ocorre nos casos de perda 0ssea, a regeneracdo se da similarmente ao processo
embrioldgico de formacdo Gssea e é chamada de regeneracdao secundaria (FERGUNSON et
al.,1999; GERSTENFELD et al.,2003a), sendo a forma mais comum de cicatrizacdo nos
casos de fraturas (GERSTENFELD et al.,2006).

Na regeneracdo secundaria, inicialmente ocorre hemorragia na regido devido a ruptura
de vasos do periosteo. Inicia-se uma resposta inflamatéria a qual faz com que o hematoma
coagule. O coagulo serve de molde para a formacgdo do calo ésseo (GERSTENFELD et
al.,2003b). Vale ressaltar que embora as citocinas inflamatérias tenham um efeito reabsortivo
(BLACKWELL; RAISZ; PILBEAM, 2010), moléculas pré-inflamatorias, principalmente o
fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) e interleucinas (IL), sdo fundamentais para o inicio da
regeneracdo do tecido dsseo (COOPER et al., 2010; GERSTENFELD et al.,2003b). Por
exemplo, Lu et al. (2013) demonstraram que 0 TNF-a estimula o recrutamento, a proliferagdo
e a diferenciacdo osteogénica de células mesenquimais provenientes do tecido adiposo, além
de também levar a um aumento de BMPs.

Apo6s a formacdo do hematoma primario, células recrutadas se diferenciam em
condrdécitos que produzem e secretam fibras cartilaginosas para a formagdo de um calo 6sseo
primario, que promove maior estabilidade na regido local da fratura (DIMITRIOU et al.,
2005). Esse calo primario é posteriormente mineralizado por osteoblastos e passa a ser
chamado de calo secundario. No entanto, 0 mesmo proporciona apenas uma estabilidade
biomecanica e ndo restaura completamente as propriedades do 0sso normal. Assim,
necessariamente o calo 6sseo aos poucos vai sendo substituido e organizado pelo processo
lento de remodelacdo Ossea (GERSTENFELD et al.,2003b; KENLEY et al.,1993;
TOSOUNIDIS et al., 2009). A tabela 1 resume as fases da regeneracdo ao longo do tempo


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874110004551#bib29
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874110004551#bib29
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Tabela 1: Fases da regeneragdo 6ssea ao longo do tempo.

FASE TEMPO ATIVIDADES/Consideracgdes
Inducéo 0 a2 dias - Formagéo do hematoma
- Atividade de células do sistema
imunologico
Inflamacéo 2 a 14 dias - Liberacdo de fatores de
inducdo, crescimento e

inflamatdrios

- Liberacéo de colageno
Calo primario 2 a 8 semanas - Condrogénese e angiogénese

- Mineralizagdo

- Formagéo 6ssea trabecular
Calo secundario 2 a 12 meses - A fratura é considerada curada

nesse estagio

- Formagdo do tecido 0sseo

Remodelacéo 1 ano ou mais
compacto

Fonte: KENLEY et al.(1993) com modificacGes

Muitas vezes, em casos de perdas Osseas, € necessario 0 uso de biomateriais que sao
implantados no local da lesdo. Entende-se por biomaterial, qualquer substancia, excluindo os
farmacos, ou combinacdo de substancias, sintética ou natural quanto a origem, que pode ser
utilizada em qualquer periodo de tempo, como tratamento total ou parcial, aumento ou
reposicdo de qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo (WILLIAMS, 1999). Por acédo
quimiotética, sdo capazes de acelerar e/ou ordenar o processo de reparo 6sseo.

O biomaterial ideal para esse fim deve ser biocompativel ou biotolerado, além de ter
taxa de biodegradacdo aceitavel para permanecer no organismo por um tempo compativel
para sua substituicdo por um novo tecido ésseo. Deve ser também de facil manipulacéo,
esterilizavel, facilmente obtido, econdémico, ndo devendo atuar como substrato para a
proliferacdo de patdgenos, ndo ser cancerigeno ou teratogénico. Ainda, deve pelo menos
conduzir devidamente a orientacdo do osso em formacdo (osteocondutor), no entanto ainda
melhor caso tenha a capacidade de induzir a formacdo de células Gsseas pelo receptor
(osteoindutor) e/ou ser osteogénico, quando o préprio biomaterial porta células vivas capazes
de diferenciacdo em células 6sseas (CHIAPASCO; ROMEO, 2007).
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3.3. RELEVANCIA DE PROBLEMAS OSSEOS PARA A SAUDE PUBLICA

Problemas relacionados a saude dssea sdo comuns e surgem principalmente em
decorréncia de desordens metabolicas, traumas, anormalidades congénitas, problemas
oncolégicos ou de infeccbes, como ocorre na periodontite. No entanto, tratamentos
disponiveis para os diversos casos nem sempre resultam numa solu¢do ou mesmo alternativa
eficaz (BUTTON et al.,2009; CRANNEY et al., 2002 a, b; KENLEY et al.,1993; LERNER,
2006).

No caso de regeneracdo de lesGes no tecido 6sseo, pode-se haver dificuldades no que
diz respeito ao tempo natural de regeneracdo desse tecido de formacdo complexa (2 meses a
anos) (KENLEY et al.,1993), principalmente quando se ha perdas 6sseas, sendo necessario,
nesses casos, 0 uso de biomateriais, no entanto, ainda ndo dispomos de alternativas realmente
eficazes que atendam a maior parte das caracteristicas de um biomaterial ideal
(CHIAPASCO; ROMEO, 2007). Nesse sentido, avancos na biologia celular permitiram o
surgimento de alternativas que ajudam o processo de regeneracdo, como por exemplo, a
implementacdo de moléculas osteoindutoras ao arcabougco do biomaterial como as BMPs
(KIM et al.,2013; CAROFINO; LIBERMAN, 2008).

Desordens metabolicas, por sua vez, levam a remodelacdo desequilibrada, que pode ser
refletida em perdas de massa 6ssea, tal como ocorre na osteoporose, ou, mais raramente, um
ganho, como na osteopetrose, ou mesmo formacBes Osseas desordenadas, como ocorre na
doenca de Paget e na osteodistrofia renal. Esse desequilibrio pode ainda levar a calcificacdo
de tecidos ndo 6sseos, como o vascular (FLORE et al., 2013). A tabela 2 traz as principais

caracteristicas, causas e tratamentos disponiveis para algumas dessas doencas.
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Tabela 2: Principais caracteristicas, causas, e tratamentos disponiveis para fisiopatologias 6sseas

- PRINCPAIS
DOENCA CARACTERISTICAS CAUSAS TRATAMENTOS
Aumento da reabsorcéo por:
e Osteoporose primaria:
. + Diminuicao dos niveis de horménios
Co_meror_net"memc: :a esteroides, principalmente do estrégeno « Bisfosfonados
resisténcia ossea, levando p6s menopausa
Osteoporose ao aumento do risco de ° Problemas associados ao _
T envelhecimento natural do organismo ~ * Reposi¢do hormonal
e Osteoporose secundaria:
* Induzida por uso de glicocorticoides
* Induzida por imobilizagao dssea
Aumento da densidade 6ssea  Doencas hereditarias raras - mutagdes )
que leva a fraturas, artrite, 9Ue afetam a fungdo dos osteoclastos Transplante de Ce,“.“as'
Osteopetrose hipocalcemia e vérios niveis » Levam a uma maior reabsorcéo por tronco hematopoéticas

Doenca de Paget

Osteodistrofia renal

de insuficiéncia da medula
Ossea.

Deformacdes Osseas.

Em alguns casos leva ao
aumento da massa dssea e
em outros, a diminuicao

osteoclastos, no entanto, seguida por

uma acentuada atividade

osteoblastica.
Doenca de cunho genético ou
desencadeada por algumas doencas
virais, que levam ao aumento tanto
da atividade osteoclastica quanto da
osteoblastica, mas de forma
desregulada

Doenga renal cronica

Gestdo das complicagdes

Bisfosfonados

e Quando leva ao aumento da
massa 6ssea:

* Restricdo de fosforo ou
uso de aglutinantes de
fosfato, corrigindo a
deficiéncia de vitamina D,

* Uso ocasional de
suplementos de célcio

e Quando leva a diminuig&o:
« Tratamentos que elevam os
niveis de PTH.

* Reducéo de célcio e
vitamina D

Fonte: FENG; McDONALD, (2011)

A osteoporose é mundialmente considerada um dos principais problemas de saude

publica por acometer milhares de pessoas por ano em todo o mundo e levar a mortalidade,
morbidade, incapacidade funcional e social com a diminuicdo da forca de trabalho
(CUMMINGS; MELTON, 2002; FULLER, 2000). Trata-se de uma doenca caracterizada por
uma resisténcia 6ssea comprometida, predispondo a um aumento do risco de fraturas (NIH,
2000).

A resisténcia 0ssea diz respeito tanto a densidade dssea, em gramas de mineral por area
ou volume, quanto a qualidade 0ssea, que refletem a arquitetura, a rotatividade, a acumulagéo
de dano (por exemplo, microfraturas) e mineralizagdo (NIH, 2000) Essa condicéo resulta de

um envelhecimento natural, deficiéncias hormonais, como por exemplo, do estrégeno na
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mulher apds a menopausa, desnutricdo ou uso de corticosteroides (FENG; McDONALD,
2011; NIH, 2000).

Atualmente, a prevencdo e tratamento da osteoporose consiste essencialmente na
utilizacdo de agentes de anti-reabsorcdo, com alvo na acdo dos osteoclastos (como 0s
bisfosfonados) (FENG; McDONALD, 2011; LERNER, 2006, NIH, 2000). Fitoderivados
também podem ser empregados como medida preventiva ou no tratamento adicional de
desordens metabolicas que afetam os tecidos mineralizados, como a osteoporose, ou mesmo
nos casos de fraturas, desde que ajam de forma direta ou indireta como antirreabsortivos ou
osteoindutores (CHEN et al.,2011; JEONG et al.,2011; KONO et al.,2011; KANNO;
HIRANO; KAYAMA, 2003; PANG et al.,2006; PINHEIRO NETO, 2005)

3.4. ABORDAGEM DE AGENTES ANTIOXIDANTES NO METABOLISMO
OSSEO

Os radicais livres sdo moléculas ou &tomos com um ou mais elétrons desemparelhados,
o0 que lhes confere uma instabilidade quimica que consequentemente torna-os muito reativos
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Espécies Reativas do Oxigénio (EROs) sdo os radicais
livres mais relevantes em sistemas bioldgicos, pois sdo gerados como subprodutos do
metabolismo celular normal (BALABAN; NEMOTO; FINKEL, 2005).

EROs sdo normalmente sequestradas por antioxidantes sintetizados no organismo e/ou
adquiridos por meio da alimentacdo, no entanto, quando ocorre um desequilibrio entre a
producdo de EROs e 0 sequestro das mesmas, entra-se numa condi¢cdo denominada estresse
oxidativo, que condiciona varias fisiopatologias (ALMEIDA et al.,2007; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

Em equilibrio, EROs podem ter efeitos benéficos, agindo como reguladores normais de
rotas metabdlicas em sistemas de sinalizagdo (DROGE, 2002; FORMAN; FUKUTO;
TORRES, 2004). Estudos tém demonstrado que EROs sdo moduladores chave do
metabolismo dsseo e, portanto, o estresse oxidativo esta envolvido com fisiopatologias de
tecidos mineralizados (OZGOCMEN et al.,2007; WAUQUIER et al. 2009).

Essa correlacdo entre EROs e a fisiologia dssea esta principalmente atrelada aos
osteoclastos, 0s quais tanto as produzem (STEINBECK et al.,1994) quanto séo ativados por
elas (GARRETT et al.,1990). Como moduladores, EROs tém influéncia na diferenciacéo
(LEE, et al, 2005) e no metabolismo dos osteoclastos (HA et al.,2004).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471491409001415
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Assim, pesquisas foram realizadas a fim de se elucidar essa relagdo moduladora da
atividade osteocléstica mediada por EROs. Um importante mecanismo foi elucidado: EROs
agem favorecendo a ativacdo de NF-xkB por RANKL e TNF-a (HA et al.,2004; LEE, et al.,
2005). Além de estar relacionado com a diferenciacdo e com o desencadear da reabsorcédo por
osteoclastos, RANKL também age aumentando a sobrevivéncia dessas células e acelerando o
processo de reabsorcdo (FULLER et al.,1998).

Por outro lado, em celulas osteoblasticas, EROs desempenham um papel, pelo menos
em parte, na diferenciacdo dos osteoblastos por haver vias de sinalizacdo EROs-dependentes
envolvidas nesse processo (ARAKAKI et al., 2013). No entanto EROs podem agir atenuando
a diferenciacgéo e funcéo celular, de forma indireta. Um dos motivos esta relacionado com a
via de sinalizacdo Whnt. A sinalizacdo Wnt reiine moléculas que ativam vias de transducdo de
sinal, 0 que resulta em alteracdes na expressdo genética que afetam o comportamento da
célula, inclusive sendo importante para o destino da diferenciacdo, proliferagdo e migraco
celular (MOON et al.,2002).

Sabe-se que membros da familia Wnt conduzem a ativacdo da B-catenina, que por sua
vez, ativa fatores de transcricdo no nucleo celular. Em células osteoblasticas, Wnt/B-catenina
pode desempenhar um papel na diferenciacdo e maturacdo das linhagens de células
precursoras mesenquimais (RODDA; McMAHON, 2006; WESTENDORF; KAHLER,;
SCHROEDER, 2004). Na presenca de EROs, a B-catenina é desviada para ativacdo de outro
grupo de fatores de transcrigdo pertencentes a familia de proteinas Forkhead da classe “O”
(Fox0O), o que resulta numa supressdo da diferenciacdo osteoblastica, propiciando o
surgimento de patologias (ALMEIDA et al.,2007). Também foi comprovado que o estresse
oxidativo estimula a apoptose osteoblastica (BAI et al.,2004).

O envelhecimento natural do organismo muitas vezes ¢ mencionado como causa de
patologias dsseas, como a osteoporose (FENG; McDONALD, 2011). Esta relacdo se deve
tanto a maior producdo de EROs quanto a reducdo das defesas antioxidantes no organismo ao
longo do tempo (FINKEL; HOLBROOK, 2000). Além disso, Lean et al. (2003) demostraram
que a relacdo entre a deficiéncia de estrogénio e a reducdo da massa Ossea pode estar
associada a consequente reducdo de antioxidantes tiol e indugdo de TNF-a em osteoclastos,
pois o estrogénio atua aumentando as defesas antioxidantes e regula a expressao de TNF-a.

Compostos antioxidantes, portanto, empenham uma funcdo preventiva ao estresse
oxidativo uma vez que agem estabilizando ou neutralizando os radicais livres. Foi
evidenciado na pratica que suplementacdo antioxidante auxiliou pacientes com osteoporose
(SENDUR et al.,2009; YAZDANPANAH et al.,2007). Melhus et al.,(1999) avaliaram a
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influéncia da ingestdo de vitaminas antioxidantes no desenvolvimento de fratura de quadril
em fumantes. Eles concluiram que a baixa ingestdo de vitaminas E e C aumentou 0 risco
relativo de fratura de quadril em quase 5 vezes.

Muitos dos antioxidantes estudados para a modulacdo do tecido désseo tém origem
vegetal, como flavonoides e carotenoides (OLIVEIRA et al.,2009). Para a maioria deles, foi
observada uma dupla agdo benéfica para a saude Ossea: anabolica e antirreabsortiva
(CARVALHO, 2013). Alguns outros estudos correlacionam o potencial antioxidante de
extratos vegetais com a bioatividade frente a células 6sseas (BRAYBOY et al., 2001).

Além dos mecanismos ja esclarecidos de acdo direta, alguns antioxidantes estudados
tiveram influéncia positiva por agirem: inibindo a producdo e secrecéo de acido cloridrico por
osteoclastos; aumentando a producdo osteoblastica de receptores para estrégeno, o que eleva a
producdo de OPG; suprimindo os receptores PPARs (Peroxisome Proliferator- Activated
Receptors), responsaveis pela estimulacio da adipogénese em detrimento da
osteoblastogénese; diminuindo os niveis da caspase 3, responsdvel pela apoptose de
osteoblastos; elevando as defesas antioxidantes das células 6sseas (enzimas SOD, catalase e
GSH); estimulando a AMPK (AMP-activated protein kinase), relacionada com a estimulacao
e producdo osteobléstica; ativando a producdo de genes para proteinas que estdo ligadas a
formacdo e mineralizacdo déssea nas células osteobléasticas, incluindo da FAL; e ligando-se ao
receptor de estrégeno (CARVALHO, 2013).

3.5. ETNOMEDICINA NA TRIAGEM DE FARMACOS FITODERIVADOS

Etnomedicina, ou medicina tradicional, é um termo usado para designar as praticas ou
saberes de finalidade medicinal de uma dada cultura. Fazendo parte da etnologia, tais saberes
sdo ditos tradicionais, os quais se referem aos conhecimentos acumulados e passados de
geracdo a geracao, tendo como base as experiéncias e o misticismo (JONAS; LEVIN, 2001).

A etnomedicina pode ser considerada uma subarea da etnoboténica e etnozoologia uma
vez que tanto os vegetais como os animais podem ser utilizados para fins medicinais por essas
populagdes. Entretanto, 0s vegetais sdo mais amplamente estudados nesse aspecto por serem
fontes de principios ativos diversificados (PINTO et al., 2002). As plantas empregadas na
medicina popular sdo elencadas hd milénios e representam, ainda hoje, uma fonte de cura
procurada por grande parte da populagdo, possivelmente por se tratar de um recurso mais

acessivel quando comparado aos medicamentos industrializados (PINTO et al., 2002).
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Por outro lado, é importante ressaltar que ha riscos inerentes ao uso indiscriminado de
produtos naturais utilizados como remédios pela populacgdo, ja que estes ndo séo indcuos e
podem apresentar efeitos danosos a saude. A utilizacdo de doses altas ou por periodos
prolongados, ou ainda por via de administracdo incorreta, e a ndo padronizacdo das
concentragdes e do modo de preparo, aumentam a probabilidade de toxicidade em seres
humanos e podem apresentar riscos a saiude (ALEXANDRE; GARCIA; SIMOES, 2005;
JONAS; LEVIN, 2001). Além disso, pelo fato de um preparado vegetal poder conter diversos
compostos biologicamente ativos, pode haver compostos que tragam maleficios a longo
prazo, imperceptiveis durante o uso.

Assim, o reconhecimento e o isolamento do composto, ou misturas de compostos, que
serve especificamente para determinado fim, bem como sua caracterizacdo quimica e
bioldgica, sdo determinagdes almejadas pela industria farmacéutica. Todavia, até que se
chegue a esse objetivo, realizam-se longos estudos preliminares, como o de andlise da
atividade bioldgica do extrato bruto, para depois se confirmar e caracterizar quimica e
biologicamente compostos a partir do mesmo (MACIEL et al., 2002; TOLEDO et al., 2003).

Dessa maneira, o estudo das plantas medicinais tradicionalmente utilizadas é véalido
tanto como uma pesquisa de drogas com potencial quimioterapéutico, quanto como medida de
seguranga para 0 uso popular. Devido ao fato de a maioria dos fitoderivados, sobretudo
aqueles baseados em plantas nativas, ndo ter sido analisada cientificamente quanto a eficécia e
a seguranca de sua utilizacdo a Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares
em Saude (PNPIC) atribui as Instituicbes de Ensino Superior, a responsabilidade de
implementar estudos etnobotanicos nos cursos de graduagdo da area de ciéncias bioldgicas e
da saude e de desenvolver pesquisas nesta area (BRASIL, 2006).

Estudos com plantas medicinais devem ser estimulados, sobretudo porque se tem no
Brasil uma riqueza de espécies cujos principios ativos ainda sdo desconhecidos, podendo
constituir uma promissora fonte de novas drogas (DI STASI, HIRUMA-LIMA, 2002). N&o
apenas as plantas ainda ndo estudadas podem ser fontes promissoras, mas aquelas com
constituicdo quimica ja revelada ou mesmo com comprovada atividade biologica, podem
também vir a ter potencial para fins ainda ndo estudados ou confirmados.

Na ciéncia de que os estudos nesse ambito devem ser ampliados, foi estabelecida a
Portaria n® 3916/98, que aprova a Politica Nacional de Medicamentos, a qual estabelece:
"...devera ser continuado e expandido o0 apoio as pesquisas que visem o aproveitamento do
potencial terapéutico da flora e fauna nacionais, enfatizando a certificacdo de suas
propriedades medicamentosas” (BRASIL, 2001).
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Em se tratando da saude Ossea, os beneficios do uso de plantas medicinais ou de
fitoderivados € reconhecido, como suplementacdo alimentar ou sendo empregadas
topicamente a lesio (GARCIA-MARTIN et al., 2012; LAGARI; LEVIS, 2012;
MACKINNON et al., 2011; MORAIS, et al.,2005; NIEVES, 2013; PENG et al.,2010;
PINHEIRO NETO, 2005; SOUSA, 2010; WEI, 2012). Além disso, fitoderivados também sao
investigados para a possibilidade de serem utilizados na construgdo de biomateriais
(CALIXTO et al., 2001; IGNACIO et al., 2002; MARIA; PADILHA FILHO; CASTRO,
2003; SWETHAA et al., 2010).

Apesar do crescente avanco na engenharia tecidual, que elucidou alternativas
empregaveis na regeneragdo 0ssea, como a implementacdo de moléculas osteoindutoras no
arcabouco do biomaterial, o emprego dessas alternativas ainda esta longe do uso comum
(CAROFINO; LIBERMAN, 2008; DAHABREH et al., 2009), o que sustenta a necessidade
da busca de medidas mais rentaveis e que possam ser empregadas com maior urgéncia.

A fitoterapia atende estas exigéncias e vem sendo empregada para esse fim. Moléculas
ou extratos de origem vegetal sdo frequentemente testados em ensaios in vitro ou in vivo, e
alguns resultados mostram-se bastante promissores (BRAYBOY et al.,2001; CHEN et
al.,2011; CHIN et al., 2011; CHOI et al.,2001; CHOI, 2005; CHOI; KIM; LEE, 2009;
JEONG et al., 2004; JEONG et al.,2011; KANNO; HIRANO; KAYAMA, 2004; KONO et
al.,2011; LEE; CHOI, 2006; LIU et al., 2007; PANG et al.,2006; TANG; HALLIWELL,
2010; WANG et al.,2012; WATTEL et al.,2002).

3.6. Chenopodium ambrosioides L.

Chenopodium ambrosioides L. (C. ambrosioides) popularmente conhecida como
mastruz, menstruz, mastrugo, menstruco, ambrdsia, erva-formigueira, erva mata-pulgas, erva-
de-santa-maria, quenopodio, cha-do-méxico e uzaidela, € uma planta milenarmente usada na
medicina popular (DI STASI, HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI; MATOS, 2002; PIO
CORREA; PENA, 1884). Trata-se de uma erva originaria da América Central e do Sul, porém
atualmente é considerada cosmopolita podendo ser encontrada na forma silvestre ou cultivada
em varias partes do mundo (LORENZI; MATQOS, 2002).

Em 2008 foi langado o programa RENISUS (Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS), que visa apoiar a fitoterapia como tratamento alternativo de doencas e

também incentivar pesquisadores brasileiros a validar as propriedades farmacologicas destas
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plantas, incluindo a sua eficacia e seguranga. C. ambrosioides faz parte dessa lista de 71
plantas usadas na medicina popular brasileira (BRASIL, 2009).

3.6.1. Descric¢éao Boténica

C. ambrosioides pertence ao Género Chenopodium, o qual é abundante nos tropicos e
regides adjacentes, especialmente na América Tropical e Africa, onde pode ser encontrada
uma grande variedade de espécies com propriedades medicinais (PIO CORREA; PENA,
1984). Analises filogenéticas levaram a concluséo de que as familias Chenopodiaceae, a qual
pertencia C. ambrosioide, e Amaranthaceae, formam um grupo monofilético e, por isso, as
espécies da familia Chenopodiaceae passaram a pertencer a Amaranthaceae (APG 111, 2009).

O nome Chenopodium originara-se do grego (“chen” - ganso e “podus”- pés), uma vez
que as folhas de algumas espécies desse género assemelham-se a pés de ganso. Ja o epiteto
especifico ambrosioides, refere-se a semelhanca da inflorescéncia do mastruz com as tipicas
das espécies do Género Ambrosia (DI STASI, HIRUMA-LIMA, 2002).

A C. ambrosioides apresenta um porte herbaceo com forte aroma, caule ereto com
altura variando de 0,20 a 1,50m (DI STASI, HIRUMA-LIMA, 2002). O caule é sulcado e
intensamente ramificado com inflorescéncias axilares contendo glomérulos de muitas flores
pequenas e verde amareladas. As folhas, que apresentam margens serrilhadas, séo geralmente
alternas e sem espiculas. O fruto é envolto pelo célice contendo sementes muito pequenas,
verdes ou pretas e lustrosas, quando secas (PIO CORREA; PENA, 1984). A producdo das
sementes € muito intensa, podendo chegar a dezenas de milhares por planta. Esta espécie
prefere solos de textura média, com boa fertilidade e suprimento moderado de &gua, tolerando
solos salinos (AELLEN; JUST, 1943).

3.6.2. Composicdo Quimica

As plantas sdo fontes de diversos compostos quimicos que podem ser originados por
rotas do metabolismo primario ou secundario. Metabolitos priméarios sdo compostos
necessarios para processos metabolicos com funcfes essenciais a todos os vegetais, tais como
fotossintese, respiracdo e transporte de solutos. Como exemplos destes, destacam-se 0s

aminoéacidos, nucleotideos, certos lipidios, carboidratos e clorofila (PERES, 2004).
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Em contrapartida, os metabdlitos secundarios ndo sdo os mesmos para todas as plantas,
ja que versatilidade € permitida quando ndo ha relacdo com processos metab6licos
fundamentais, havendo, portanto, uma série de compostos que podem, inclusive, ser
exclusivos de um determinado taxon vegetal, apesar de suas vias de formacdo serem
basicamente as mesmas para todos os vegetais (PERES, 2004).

Esses compostos séo geralmente relacionados ao sistema de defesa particular para o
taxon (familia, género ou espécie), de acordo com respostas adaptativas as condi¢des adversas
as quais foram submetidas ao longo da evolucdo, como predadores e patdgenos. Assim, pela
ampla gama de compostos diferentes e por seus potenciais bioativos, séo alvos de pesquisa na
busca de fitofarmacos (ALVES, 2001).

Os metabdlitos secundarios sdo formados por varias rotas biossintéticas culminando em
moléculas com diversidade de esqueletos e grupamentos funcionais, como acidos graxos e
seus ésteres, hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos e cetonas, compostos acetilénicos, alcaloides,
compostos fenolicos e cumarinas (ALVES, 2001) e varias dessas moléculas podem ser
principios ativos de interesse farmacoldgico.

Podemos classificar os metabolitos secundarios em trés classes: 1) compostos fendlicos,
como os flavonoides, polifenois, antocianinas, taninos e lignina; 2) terpenos, como 06leos
essenciais, piretroides, giberelinas, carotenoides, lactonas e saponinas; e 3) alcaloides, com
vérias substancias com efeito sobre o sistema nervoso, como nicotina, cafeina, cocaina,
atropina, morfina, e codeina (PERES, 2004).

InvestigacBes fitoquimicas revelam que os terpenoides sdo majoritarios dentre 0s
metabolitos secundarios de C. ambrosioides, destacando-se o ascaridol, um monoterpeno
biciclico considerado bom vermicida e toxico, estando provavelmente relacionado a inibicdo
da cadeia respiratoria mitocondrial (GILLE et al.,2010; KOBA et al., 2009). Anteriormente,
Lawrence (1999) destacou diversos estudos demonstrando que o principio ativo predominante
encontrado em C. ambrosioides L. é o ascaridol, ocorrendo diferencas no que se refere a sua
quantificacdo, o que pode estar relacionada a variedade botanica e sazonalidade.

No entanto, Gbolade et al (2010), que identificaram 78% dos constituintes do 06leo
essencial do Chenopodium ambrosioides L, apesar de ratificar o fato de o mesmo ser
composto principalmente de hidrocarbonetos monoterpenos (76,8%), verificaram que o
componente anti-helmintico amplamente divulgado como majoritario, o ascaridol, esteve
numa concentragdo muito menor que a esperada, representando 1,1%. De acordo com seus

resultados, os terpenoides eram representados em sua maioria pelo a-Terpineno (53,4%) e p-
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cimeno (21,1%). Os hidrocarbonetos de baixo peso molecular incluiram o limoneno (1,4%) e
y-Terpineno (0,8%).

Por outro lado, um composto que também merece atencao farmacoldgica e é encontrado
em C. ambrosiodes L. € o monoterpenoide denominado carvacrol (KOBA et al., 2009), por
ter boa eficacia anti-inflamatéria (LIMA et al., 2013) e antioxidante (NAFEES et al.,2013;
MUNOZ-ACEVEDO, et al.,2009), além de ter propriedades bactericidas e fungicidas
(BOTELHO et al.,2007; CHAMI et al.,2004; NUMPAQUE et al.,2011).

Quanto as outras classes de metabdlitos secundarios, um ensaio com o extrato de
acetato de etila das folhas frescas de C. ambrosioides L, forneceu os flavonoides campferol e
um até entdo desconhecido, o qual foi nomeado ambroside (ARISAWA et al., 1971).
Campferol é uma flavonoide antioxidante com conhecida ac¢do na satde 6ssea (PANG et al.,
2006).

3.6.3. Usos e Indicacdes Terapéuticas

C. ambrosioides ¢ uma planta milenarmente usada na medicina popular, sendo
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude uma das espécies mais utilizadas entre os
remédios tradicionais no mundo (LORENZI, MATOS, 2002). Sua inclusdo dentre as plantas
com potencial para gerar produtos fitoterapicos divulgadas no RENISUS, tem norteado
estudos e pesquisas que visam o desenvolvimento de produtos naturais a partir da mesma que
possam ser utilizados de forma segura e eficiente pela populacéo.

Na literatura, varias indicacbes e usos sdo relatados. Tem indicacdo fungicida
(DELESPAUL et al.,2000), para tratamento de doencas pulmonares, disturbios intestinais,
bactericida (LALL, MEYER, 1999), moluscicida (HMAMOUCHI; LAHLOU; AGOUMI,
2000), expectorante (SOUZA, FELFILI, 2006), imunoestimulatéria, antihelmintica,
cicatrizante e antitumoral (NASCIMENTO et al.,2006; KUMAR et al.,2007; CRUZ et al,
2007).

C. ambrosioides também tem sido usada em cicatrizagdo de fraturas 6sseas (DI STASI,
HIRUMA-LIMA, 2002; PINHEIRO NETO, 2005) e como antiinflamatério topico em tombos
e luxacdes (SILVA et al.,2006). No caso das fraturas 0sseas, as folhas, também, sdo aplicadas

no local da lesdo com a intencédo de agilizar o reparo 6sseo (MORAIS et al.,2005).
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Recentemente, foi demonstrado que o extrato produzido a partir das folhas, caule e
sementes apresenta efeitos antiinflamatorio e cicatrizante nos tecidos pulpar e periodontal,

além de estimular o reparo do ésseo alveolar (SOUSA, 2010).

3.7. CULTIVO CELULAR

A cultura de células foi experimentada com sucesso ha menos de um século pelo
cientista Harrison e logo foi reconhecida como um grande avan¢o metodoldgico para
pesquisas cientificas, e até entdo, vem sendo uma importante ferramenta de estudo (PERES;
CURI, 2005). Por meio dessa técnica, varios aspectos da fisiologia celular podem ser
estudados a fim de se caracterizar fenbmenos e testar novos farmacos (PERES; CURI, 2005).

Vale ressaltar que, por se tratar de material bioldgico vivo, mantido em meio externo,
sdo elevados os riscos de contaminacado celular por bactérias, micoplasmas e fungos, que vem
a comprometer toda a cultura e consequentemente 0s experimentos. Por esse motivo, foi
estabelecida uma série de cuidados que reduzem tais riscos e a perda de tempo, reagente e
material bioldgico, garantindo maior credibilidade e reprodutividade da técnica (PERES;
CURI, 2005).

Para garantir a sobrevivéncia in vitro e conservar as caracteristicas fenotipicas das
células, as culturas sdo mantidas em condi¢fes ambientais controladas que simulam as
condicBes as quais sdo submetidas in vivo. Assim, sdo mantidas em incubadoras com controle
de temperatura a 37°C e submetidas a uma atmosfera contendo 5% de CO, (PERES; CURI,
2005).

Além disso, quando in vivo, cada tipo celular estd em contato com varios fatores
quimicos que determinam e favorecem sua manutencdo, proliferacdo e diferenciacdo. No
entanto, Eagle verificou que era possivel manter células viaveis em meios contendo apenas
nutrientes essenciais para sua sobrevivéncia, 0s “meios minimos” de cultura (EAGLE, 1955).

Basicamente, um meio de cultura deve possuir em sua composicdo sais inorganicos
(célcio, ferro, magnésio, potassio, entre outros), aminoacidos essenciais e ndo essenciais,
vitaminas, antibidticos, uma fonte de energia, como a glicose, e um indicador de pH como o
fenol red, por exemplo. Como propriedades fundamentais, 0s meios de cultura devem possuir
osmolaridade e pH 6timos, e capacidade de tamponamento para diminuir as oscila¢fes de pH
induzidas por possiveis perdas de CO, ou acidificagdo do meio devido a producdo de &cido
latico pelas células (PERES; CURI, 2005).
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Hodiernamente, a ATCC (American Type Culture Collection) oferece bancos de dados
referentes as mais diversas linhagens de células e os respectivos meios mais adequados para
cada tipo celular. Os mais comuns meios de cultura incluem Meio Minimo Essencial Eagle
(Minimum Essential Medium Eagle - MEM) e Meio Eagle Modificado por Dulbecco
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium - DMEM). Esses meios podem ser ainda
suplementados de acordo com o objetivo da pesquisa ou do tipo celular.

A suplementacdo com soro (5-20%) € a mais importante em cultivos celulares. O soro,
que pode ser obtido a partir do homem, cavalo, feto de boi, dentre outros animais, tem uma
composicdo rica em proteinas (albumina, globulinas, transferrina), horménios, como fatores
de crescimento, lipidios, vitaminas, alguns minerais e certos inibidores do crescimento celular
(PERES; CURI, 2005).

Para a manutencdo das células, o meio deve ser trocado periodicamente a fim de
ressuplementa-las com os nutrientes necessarios e eliminar os metabdlitos excretados que
podem inclusive mudar as propriedades quimicas do meio a ponto de torna-lo téxico, como a
alteracdo do pH (PERES; CURI, 2005).

O ambiente de cultivo celular favorece o espraiamento e a proliferacdo celular mais que
in vivo. Por isso, para a manutencdo de cultura de células aderentes, é importante conhecer o0s
estagios em que as células passam em conjunto, até por que sdo influenciadas por fatores
como o contato célula-célula ao longo do tempo (PERES; CURI, 2005).

Dessa maneira, as células passam por uma fase de adaptacdo ao ambiente em que foram
inseridas e interagem com o substrato e se aderem a ele. ApoOs essa fase, entram em um
periodo de répida proliferacdo. Quando o nimero de células preenche o substrato, entra-se
num estadgio denominado confluéncia. Se as células forem mantidas em confluéncia,
provavelmente entrardo em senescéncia e apoptose. 1sso se deve ao fato de as células em
tecidos, assim como em confluéncia, entrarem em sincronismo, compartilhando o mesmo
estagio de sobrevida e envelhecimento. O sincronismo celular é regido principalmente pelo
contato célula-célula o que justifica 0 comportamento quando se estd nesse estagio de
confluéncia (PERES; CURI, 2005).

Assim, uma pequena quantia de células deve ser repicada e devidamente transferida
para um novo ambiente de cultivo, o que € chamado de subcultivo. As células entrardo mais
uma vez no inicio das fases até atingirem confluéncia, assim chamada de primeira passagem.
No entanto, o tempo de vida genético garante que a técnica de passagem celular ndo seja
eficiente por periodo indeterminado (PERES; CURI, 2005).
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Além disso, o acimulo de mutacGes que ocorrem normalmente pode ndo garantir a
manutencdo do fenotipo normal das células ao longo das passagens. Cada tipo celular
estudado apresenta um certo nimero de passagens consideradas como confiaveis para a
manutencdo das caracteristicas fundamentais, ja disponiveis em bancos de dados cientificos
(PERES; CURI, 2005).

Linhagens toti ou pluripotentes, no entanto, sdo chamadas de imortalizadas por que sdo
geneticamente programadas para ndo envelhecerem. Assim, para esses tipos celulares o
nimero de passagens sO € importante no sentido de predisposicdes a danos genéticos
(PERES; CURI, 2005).

3.8. MC3T3-E1: UM MODELO IN VITRO PARA O DESENVOLVIMENTO
OSSEO

Nas Ultimas décadas, pré-osteoblastos e osteoblastos vém sendo amplamente utilizados
in vitro para estudos do metabolismo 0sseo e interacfes células/biomaterial. As linhagens
utilizadas sdo provenientes de ratos (UMR-106), camundongos (MC3T3-E1), fetos humanos
(hFOB 1.19) e osteosarcoma (SAQOS-2) (COELHO et al.,2000 a,b; DECLERCQ et al.,2004;
WANG et al.,1999;).

Dentre elas, a cultura priméaria de osteoblastos humanos é um excelente modelo de
estudo, porém, apresenta a grande desvantagem de impossibilitar utilizacdo da mesma
amostra de células durante o estudo, devido a sua limitada vida util in vitro (FRESHNEY,
2000; COELHO et al.,2000 a,b), além de apresentarem heterogeneidade do fenotipo e baixas
taxas de crescimento (SUBRAMANIAM et al., 2002).

As células MC3T3-E1 sdo pré-osteoblastos que apresentam a vantagem de
pertencerem a uma linhagem celular imortalizada espontaneamente, e de apresentar alta
atividade de FAL (KODAMA et al.,1981). Os pré-osteoblastos fornecem importantes
informacBes a resposta de fatores de crescimento, transducdo de sinais e mineralizacao
(LONG, 2001). Essas ceélulas tém demonstrado ter capacidade de diferenciar-se em
osteoblastos e formar uma matriz 6ssea mineralizada em estudos in vitro (QUARLES et
al.,1992; SUDO et al.,1982).

Sabe-se que as células MC3T3 apresentam caracteristicas fenotipicas de células
diferenciadas (osteoblastos) por volta do 21° dia de tratamento com acido ascorbico e f-
glicerofosfato (FRANCESCHI; IYER, 1992; QUARLES et al.,1992).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. AMOSTRA VEGETAL: COLETA E IDENTIFICACAO

A planta foi coletada pela manh& na regido rural de Lagoa Seca (PB), cujo espécime
testemunho encontra-se depositado na colecdo do Herbéario Manuel de Arruda Cémara
(ACAM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus |, Campina Grande, Paraiba,
com o registro: Chenopodium ambrosioides L. (n° 042/ACAM).

A planta foi levada ao Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos
(Labdem) e suas folhas foram postas em estufa com circulagdo de ar até a sua desidratacao,

sendo em seguida, moidas para obtencao do extrato.

4.2. OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE C.
ambrosiodes L. (EEC)

Para obtencdo do extrato, as folhas moidas foram submetidas primeiramente a um
processo de maceracdo, tendo permanecido em repouso por cinco dias em um percolador
contendo alcool etilico a 98% (v/v). Ap6s o repouso, sucedeu-se a percolacdo, sendo assim,
filtrado. Esse procedimento foi repetido até que a coloracdo do extrato indicasse uma
concentracdo minima de substancias extraidas. Em seguida, o extrato foi rotaevaporado e

liofilizado, sendo desta forma utilizado em todos 0s experimentos.

4.3. ANALISE FITOQUIMICA

O teor de flavonoides, taninos e polifenois do EEC foi aferido por método
espectrofotométrico (espectrofotdmetro Shimadzu® UV mini — 1240) em triplicata. Para cada
ensaio foi construida uma curva de calibragdo com o objetivo de encontrar a margem de
confianca do experimento bem como para possibilitar a andlise comparatoria dos resultados.
Cada um dos testes requereu um padréo, o qual representa a classe a ser analisada, bem como

solventes conhecidamente compativeis para cada teste.
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4.3.1 Teor de Polifenois

Para a determinacdo do teor de polifenois totais, utilizou-se o método descrito por
Chandra e Mejia (2004). Adicionou-se 1 mL da solucdo aquosa EEC a 1 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau 1N, e esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Em seguida,
adicionou-se 2 mL de uma solugdo aquosa de carbonato de sddio a 20% (p/v), e a mistura
permaneceu em repouso por mais 10 minutos. A leitura foi feita a 757 nm em
espectrofotbmetro contra um branco composto por agua destilada, reagente de Folin-
Ciocalteau e solucao a 20% de carbonato de sodio.

Para a obtencdo da curva analitica, uma solucéo padrdo de 100 pg/mL de &cido galico
foi preparada pela dissolucdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de agua destilada. A partir
dessa solucdo foram feitas diluicdes em triplicata, de forma a obter solugdes de 1, 3, 6, 9, 12,
15, 20, 25, 30, 35, e 40 pg/mL. A concentracdo de polifenois foi expressa em miligramas

equivalentes de acido gélico.

4.3.2. Teor de Flavonoides

A determinacdo do contetdo de flavonoides totais seguiu 0 método de Meda et al.
(2005). A cada 5 mL de cada solucdo (em metanol) do EEC foi adicionado o mesmo volume
de uma solucdo (em metanol) de cloreto de aluminio (AICI3) a 2% (p/v). A mistura
permaneceu em repouso por 10 minutos e em seguida a leitura foi realizada a 415 nm, contra
um branco composto pela solucéo de AlClIs.

A curva de calibracdo foi obtida a partir de uma solucdo padrdo a 100 pg/mL,
preparada pela dissolucdo de 10 mg de quercetina em 100 mL de metanol. A partir dessa
solugdo, foram feitas diluicbes em triplicata, obtendo-se solucGes de quercetina nas
concentracdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 pg/mL. A concentracdo de

flavonoides foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina.

4.3.3. Teor de Taninos

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de Makkar e
Becker (1993). Um volume de 0,5 mL do EEC foi adicionado a 3 mL de uma solugdo de

vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de acido cloridrico (HCI)
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concentrado (37%). A reacdo ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em agua a cerca de 22
°C. A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solugéo de vanilina, HCI e
uma solucéo de etanol 50% (v/v) em agua.

A curva de calibracdo para este ensaio foi obtida a partir de uma solucédo padrao de
catequina obtida pela dissolu¢do de 10 mg do padrdo em 100 mL de metanol. A partir dessa
solucgéo, foram realizadas diluicdes em triplicata, de forma a obter solu¢des de catequina nas
concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL. A concentracdo de taninos

condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina.

4.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

As analises para determinacdo da atividade antioxidante foram realizadas no
Laboratdrio de Biotecnologia de Polimeros Naturais (BIOPOL) da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte (UFRN).

O EEC liofilizado foi diluido em &gua destilada para a concentracdo de 10mg/mL a fim
de facilitar a utilizacdo da amostra nas massas/concentraces requeridas nos testes. Foram
realizados os seguintes testes espectrofotométricos para avaliar a capacidade antioxidante:
Capacidade antioxidante total (CAT), atividade redutora, sequestro de radicais superdxido e
quelacéo cuprica.

Em todos os testes foram montadas primeiramente curvas de calibracdo. Estas
expressam 0s resultados de cada teste para compostos tidos como padréo antioxidante, por
terem sua atividade reconhecida, como o acido ascérbico e o acido galico. Por se conhecer o
resultado antioxidante esperado para estes padrdes, incoeréncias podem ser indicativas de
falhas metodol6gicas ou problemas com os reagentes que serdo utilizados nos testes,
conferindo maior credibilidade aos resultados. Além disso, a curva de calibracdo serve como
norte para os resultados que sao expressos em porcentagem relativa ou atividade equivalente
em relacdo ao padrao utilizado.

Como todos os resultados foram obtidos por espectrofotometria e a amostra possui
coloracgéo natural, em cada um dos testes também foram preparadas solugdes contendo apenas
a amostra em agua (branco da amostra) nas concentragdes utilizadas em cada teste, para que
ao final das leituras, as absorbancias geradas nos respectivos comprimentos de onda
empregados, possam ser subtraidas do resultado final. Todos os testes foram feitos em

triplicata.
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4.4.1. Capacidade Antioxidante Total (CAT)

O teste da capacidade antioxidante total (CAT) avalia a habilidade que uma amostra tem
em doar elétrons para compostos oxidados com potencial reativo. Prieto, Pineda e Aguilar
(1999) propuseram uma metodologia hoje largamente utilizada para se determinar essa
capacidade. O ensaio é baseado na reducdo de Molibdénio™®, proveniente da solucio de
Molibdato de Aménio, em Molibdénio™ que, sob as condicdes de pH acido e temperatura de
95°C, forma um complexo com o fosfato. Este complexo fosfomolibdénio possui coloragédo
esverdeada que pode ser monitorada espectrofotometricamente a 695 nm.

Primeiramente, a amostra foi pipetada em tubos tipo eppendorf nas massas de 0,1 e 1
mg. Uma solucéo de Molibdato de Amdnio 4 mM foi preparada e acido sulfurico PA 0,6 M,
para garantir o pH acido ideal para a reacdo. Esta solucdo foi acrescentada aos tubos
eppendorf e em seguida, acrescentou-se a solugédo de fostato de sdédio 28 mM. Os tubos foram
agitados e colocados na estufa a 95°C por 90 minutos. Apds esfriarem, foram lidos em
espectrofotbmetro a 695nm. A capacidade antioxidante total foi expressa como equivalentes
de &cido ascdrbico em mg/g de amostra. Esse valor foi obtido a partir da equacdo da curva

analitica.

4.4.2. Atividade Redutora

O teste avalia o poder que a amostra tem de reduzir o ferricianeto de potassio a
ferrocianeto de potassio, o qual, na presenca de cloreto de ferro, gera uma coloracdo azul
esverdeada (azul de Prussia), monitorada a 700 nm.

O poder redutor das amostras foi quantificado de acordo com metodologia previamente
descrita (OYAIZU, 1986; ATHUKORALA; KIM; JEON, 2006). Diferentes massas da
amostra (0,05; 0,01; 0,025; 0,5; 1mg) foram postas em tubos de hemolise em tampéo fosfato
(0,2 M, pH 6.6), e acrescidas de ferricianeto de potassio. Os tubos foram incubados por 20
minutos a 50 °C. A reacdo foi finalizada pela adicdo da solucdo de acido tricloroacético
(TCA) a 10%. Foram realizadas as leituras a 700 nm e o resultado foi expresso como a
porcentagem de reducdo em relagdo a maior absorbancia obtida para o padrdo de &cido

ascorbico.
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4.4.3. Sequestro de Radicais Superoxido

O ensaio é baseado na capacidade da amostra em inibir a reducdo fotoquimica do
nitroblue tetrazolium (NBT) no sistema riboflavina-luz-NBT (DASGUPTA; DE, 2004). O
radical superdxido (O;) reduz o NBT a formazan, em pH 7,4, a temperatura ambiente e na
presenca de luz. Este subproduto faz com que ocorra uma mudanga da coloragdo amarelo
palido para uma coloragdo purpura, a qual é acompanhada por espectrofotometria a 560 nm.
As moléculas que atuam como antioxidantes reagem com O, inibindo a producdo do
formazan.

O teste foi realizado em tubos de hemdlise contendo tampéo fosfato de sddio (50 mM,
pH 7,8), metionina (13 mM), riboflavina (2 uM), &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
(100 uM), NBT (75 um) e uma solucdo de 1 ml da amostra nas diferentes massas (0,05; 0,1;
0,25; 0,5 mg). A producdo de formazan foi monitorada pelo aumento da absorbancia a 560
nm apds 15 minutos de iluminacdo com lampada fluorescente. Para o branco, que representa
0% de reducdo, tubos com apenas os reagentes foram mantidos no escuro, sendo nosso
controle positivo. Para o controle negativo, nenhum antioxidante foi adicionado e os tubos
foram expostos a luz, representando 100% de reducdo, e portanto, 0% de sequestro de radicais
O,". O resultado é apresentado na forma de porcentagem de sequestro de radicais O,

equivalente ao acido gélico.

4.4.4. Quelacdo Cuaprica

O método € baseado na capacidade de quelacdo de ions cobre pela amostra. Neste teste,
utiliza-se o reagente violeta de pirocatecol, o qual se associa a ions cobre livres na solucao
gerando uma coloracdo violeta, monitorada a 632 nm (SAIGA; TANABE; NISHIMURA,
2003).

O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos. As concentracdes pg/pL da amostra
(0,1; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2) foram adicionadas aos po¢os em tampéo acetato 50 mM, pH 6,0. A
solugéo do violeta de pirocatecol (4mM) e de sulfato de cobre Il pentahidratado (50ug/mL)
foi acrescentada aos pocos.

Aos brancos, foram acrescentados apenas 0s reagentes e tampao (sendo seu resultado
em absorbancia, equivalente a 0% de quelacdo por auséncia de antioxidante). A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro a 632 nm e os resultados foram expressos em porcentagem de

quelacdo de ions cobre equivalente ao EDTA.
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4.5. ENSAIOS EM CULTURA DE CELULAS

Os ensaios realizados por meio do cultivo celular foram realizados no laboratorio de
cultura de células do Departamento de Bioquimica do Centro de Biociéncias da UFRN. As
células da linhagem MC3T3-E1 foram obtidas do banco de células da UFRN, mantidas
congeladas em nitrogénio. Depois de descongeladas, foram passadas para uma placa de
cultivo em meio a-MEM, acrescido com 10% de soro fetal bovino (SFB). O meio foi trocado
a cada dois dias até que as células passassem a se proliferar a uma velocidade adequada.

Essas células foram tripisinizadas (para ficarem em suspenséo) e transferidas para uma
garrafa de crescimento celular a fim de se obter uma quantia de células suficiente para os
experimentos. A contagem das células foi feita em camara de Neubauer e assim, foram
devidamente distribuidas em microplacas de 96 pocos e postas na incubadora (atmosfera
humidificada constituida por 95% de ar e 5% de CO, a 37° C, e 100% de umidade relativa).

45.1. Teste de Viabilidade e Proliferacdo Celular por Reducdo do Corante de
Tetrazélio (MTT)

A proliferacdo/viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT que se baseia na
determinacdo espectrofotométrica do formazan, produto formado pela reducdo do sal de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) por células viaveis. Dessa
maneira, a quantidade de formazan, de coloracdo purpura medida por espectrofotometria, é
diretamente proporcional ao nimero de células viaveis (MOSSMAN, 1983).

Foram realizados trés ensaios com MTT, que representam cada placa em tratamento
pelos perfodos de 24, 48 e 72 horas. Aproximadamente 5 x 10° células foram colocadas em
cada poco das trés placas estéreis de 96 pocos, para um volume final de 100 pL de meio a-
MEM suplementado com 10% de SFB. Apds o periodo de cada ensaio, 0 meio foi removido
dos pocos e as células foram carenciadas por 24h com meio sem soro. Posteriormente, 0 meio
foi aspirado e as celulas foram estimuladas a sair da fase GO (fase do ciclo celular onde a
célula permanece indefinidamente na intérfase) pelo acréscimo de meio com SFB 10%, na
auséncia (controle) e na presenca dos extratos (50; 100; 150; 200 e 250 pg/mL). Em seguida,
o0 sal de MTT (1 mg/mL) foi adicionado as células e a as placas foram incubadas por mais 4
horas.

Durante este periodo, 0o MTT ¢ incorporado as células viaveis (células metabolicamente

ativas) e reduzido, havendo, portanto, a deposi¢do de cristais de formazam no citoplasma.
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Ap0s o periodo de 4 horas, 0 meio foi aspirado, e adicionou-se 100 pL de alcool etilico P.A.
para dissolver os cristais de formazan formados e precipitados. A quantificacdo da
absorbancia foi feita em leitor de placa de 96 po¢os no comprimento de onda de 570 nm. O
ensaio foi realizado em triplicata, sendo os resultados obtidos por comparacgéo entre as células

tratadas e os controles.

4.5.2. Analise da Diferenciacdo Osteoblastica

Para promover a diferenciacdo dos pré-osteoblastos MC3T3, foi utilizado um kit com
meio de diferenciacdo osteoblastica (STEMPRO®). Os testes de diferenciacédo (atividade da
fosfatase alcalina (FAL) e grau de mineralizacdo da matriz por coloracdo von Kossa) foram
realizados em placa de cultivo celular de 6 pocos. Durante o periodo de diferenciacdo, 21

dias, o meio foi trocado duas vezes por semana.

4.5.2.1. Avaliacdo da Atividade e Quantificacdo da Fosfatase Alcalina (FAL)

Primeiramente, uma quantia de 5 x 10* células/mL foi adicionada em cada poco da
placa de cultivo. Apds a adesdo celular aos po¢os, 0 meio a-MEM foi aspirado em camara de
fluxo e substituido pelo meio de diferenciacdo acrescidos ou ndo (controle) do EEC (50, 100 e
150ug). O sobrenadante dos pocos foi recolhido nos intervalos de 7, 14 e 21 dias ap0s o inicio
do tratamento, e conservado a -20°C. Os sobrenadantes estocados foram descongelados para
serem empregados no ensaio.

A atividade da FAL foi avaliada por meio de um kit comercial fosfatase alcalina
liquiform (Labtest, Brasil ref. 79), que otimiza todas as condicBes da reacdo, incluindo
temperatura, pH, concentracdo dos reagentes e volume fracional da amostra. O kit traz dois
reagentes: o reagente 1 contém tampdo pH 10,4, EDTA 2 mmol/L, sulfato de zinco 1,2
mmol/L, acetato de magnésio 2,5 mmol/L e azida s6dica 8 mmol/L; o reagente 2 contém p-
nitrofenilfosfato 60 mmol/L e fenol 50 mmol/L. Para a realiza¢do do teste, os reagentes foram
misturados e 1mL do resultante foi posta em cada tubo de hemdlise juntamente com 0,02 mL
da amostra, no caso, o sobrenadante. Esta solucdo foi transferida para uma cubeta
termostatizada a 37 +- 0,2 °C.

Em pH alcalino, a FAL presente na amostra desfosforila o reagente p-nitrofenilfosfato,

liberando fosfato inorgénico e p-nitrofenol. Este pode ser monitorado a 405 nm, e a
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absorbancia gerada pode ser considerada diretamente proporcional a atividade enzimética da
FAL. Apds 1 minuto de reacdo, foi feita a leitura da absorbancia inicial (Al). No segundo
minuto, outra leitura foi feita (A2). A quantificacdo da FAL é determinada pela formula: (A2-
Al1/2) x FC, sendo FC o fator de correcédo calculado para as condi¢des descritas na realizacdo

do teste: 2764, e o resultado é expresso em unidades de FAL por litro (U/L).

4.5.2.2. Analise do Grau de Mineralizacdo da Matriz por Coloragdo von Kossa

O emprego do ensaio descrito por McGee-Russell (1958), permite a visualizagcdo de
nodulos mineralizados a partir da reacdo do fosfato de célcio com o nitrato de prata, formando
fosfato de prata, o qual é posteriormente reduzido a prata metalica pela radiacdo UV. Assim,
0s nddulos tornam-se facilmente identificAveis ao microscopio como depdsitos negros na
camada celular.

Cada poco das trés placas (sendo uma placa analisada para cada intervalo de tempo de
7, 14 e 21 dias) foi submetido a fixagdo com paraformaldeido 4% pH 7,4 por 20 minutos. Em
seguida, as culturas foram cobertas com uma solucdo de nitrato de prata a 5% e expostas a
radiacdo solar durante 30 minutos. Depois de lavadas com &gua destilada, foram recobertas
com uma solucéo de tiossulfato de sodio a 5%, durante 2 minutos, para a remog¢ao do excesso
de prata sob a forma néo precipitada, sendo novamente lavadas com agua destilada.

As células foram contracoradas com uma solucdo de hematoxilina (1 mg/mL) por 5
minutos, lavadas com agua destilada mais uma vez, e cobertas com PBS. Em seguida, a placa
foi levada ao microscépio de luz invertida e cada po¢o foi fotografado para analises

comparativas.

4.6. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrao e analisados por meio da
analise de variancia (ANOVA), seguida do teste t de Student para os ensaios com MTT e para
a quantificacdo de FAL, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas

quando o valor de p é inferior a 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE FITOQUIMICA

A caracterizacdo fitoquimica evidenciou alto teor de taninos, sendo encontrado o valor
de 43,27% equivalentes de catequina. Para polifenois totais, encontrou-se o valor de 6,57%

equivalentes de &cido gélico e, para flavonoides, de 6,24% equivalentes de quercetina.

5.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

5.2.1. Capacidade Antioxidante Total (CAT)

O teste avaliou o potencial antioxidante da amostra em relacdo ao padrdo de acido
ascorbico, a partir da equacdo da reta aplicada a curva de calibracdo (coeficiente de
correlagéo: r2 = 0,98): y=35,89x-0,0355. Esta equacdo correlaciona a absorbancia obtida (eixo

y) para cada massa (mg) de acido ascorbico analisada (eixo x).

0,8 y =35,89x - 0,0355
0.7 R?=0,9871
0,6 /
0,5
(1]
2 o4
o .
S 03
&
0,2
¢
0,1
o ‘ T T T T 1
01 9 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

acido ascérbico (mg)

Gréfico 1: Curva de calibracdo para capacidade antioxidante total de &cido ascorbico
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Nesse ensaio, duas massas da amostra (0,1 e 1 mg) foram testadas em triplicata. Os
valores espectrofotométricos obtidos estdo discriminados na Tabela 3.

Tabela 3: Capacidade antioxidante total do EEC em equivalente de 4cido ascérbico

Amostra (mg) Absorbancia da Branco da Aa-Ba Equivalente de 4cido
Amostra (Aa)*  amostra (Ba) ascorbico** (mg/qg)
0,1 0,744 0,277 0,467 120
1 2,03 0,372 1,658 -

* Absorbancia da amostra refere-se a absorbancia obtida para cada massa subtraida da absorbancia do branco
(apenas os reagentes).

** Para 0 calculo de equivalentes de acido ascorbico, considerou-se (Aa-Ba) como valor de x na equacédo da reta
e o valor em miligrama (mg) foi transformado para grama (g).

Utilizou-se duas massas de amostra para que ao menos uma das absorbancias
correspondentes pudesse ser valida para o calculo do equivalente. Para ser valida, deve estar
dentro da faixa de absorbancias obtida para a curva de &cido ascérbico. Pressupde-se que para
um bom antioxidante, apenas a absorbancia para a menor massa estara dentro dessa faixa.
Como para 1mg da amostra, a absorbancia obtida ndo foi valida para o calculo do equivalente,
0 mesmo foi realizado para a massa de 0,1 mg. A partir desse valor, foi verificado que 1g da

amostra tem CAT equivale a 120mg de acido ascorbico.

5.2.2. Atividade Redutora

A partir da plotagem da curva de calibracdo (Gréfico 2), foi possivel elucidar a massa de
acido ascérbico na qual se obteve a maior absorbancia, definindo-a como referéncia. Os
resultados estdo expressos como sendo a porcentagem de reducdo que a amostra obteve em
suas diferentes massas em relacdo a esse referencial. Assim, a absorbancia de 0,843, obtida

para a massa de 0,05mg de acido ascorbico, representa 100% de reducéo.
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Gréfico 2: Curva de calibragdo para atividade redutora de acido ascérbico.

A partir do referencial obtido, os equivalentes para cada massa da amostra analisada

foram calculados (Grafico 3).

38,75%

19,76%

porcentagem relativa %

5 2,08%
0 -0,30% .

0,05 0,01 0,025 0,5 1

Gréfico 3: Porcentagem relativa para a atividade redutora do EEC.

A atividade redutora do EEC mostrou-se dose dependente, tendo potencial de reducéo
equivalente de 38,75% na massa de 1mg.
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5.2.3. Sequestro de Radicais Superoxido

Nesse ensaio, a porcentagem de sequestro de radicais O, foi estabelecida a partir dos
dados obtidos para a amostra em analise, para o controle, que representa 100% de reducéo
pela auséncia de antioxidante, e para o branco que equivale a 100% de sequestro, a partir da
formula:

% sequestro = (Ac — Aa)/(Ac — Ab); sendo Ac a absorbancia do controle, Aa a
absorbancia da amostra, e Ab a absorbancia do branco. Os resultados obtidos foram dose-

dependente e estdo discriminados no Gréfico 4.
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Gréfico 4: Porcentagem relativa para o sequestro de radicais superdxido pelo EEC.

5.2.4. Quelacdo Cuprica

A determinagdo da porcentagem de quelacdo de ions cobre pela amostra (Gréfico 5)
foi estabelecida por comparacdo ao branco, que simboliza 0% de quelagdo (méaxima
absorbancia para o violeta monitorada a 632 nm). Para tanto, utilizou-se a seguinte formula:
(Ab-Aa/Ab)x100, onde Ab é a absorbancia do branco e Aa, absorbancia da amostra.
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Gréfico 5: Porcentagem relativa de quelagéo cuprica pelo EEC.

53. TESTE DE VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR POR
REDUCAO DO CORANTE DE TETRAZOLIO (MTT)

Nesse ensaio, a viabilidade e proliferacdo das células tratadas com as concentracfes da
amostra (50; 100; 150; 200 e 250 pg/mL) foram determinadas por comparacdo entre as
absorbancias obtidas para os tratamentos em relacdo as obtidas para os controles (células ndo
tratadas com o EEC). A absorbancia obtida para os controles em cada intervalo de tempo,
representaram 100% de viabilidade e proliferacdo daquele periodo. A porcentagem relativa
para os tratamentos foi obtida a partir da formula: (Mt /Mc) x 100, sendo Mt, média das
absorbancias para os tratamentos, e Mc, média das absorbancias para os controles. Assim,
valores acima de 100% representam maior quantia de células viaveis, e valores abaixo de
100%, indicam que o tratamento afetou a viabilidade celular.

De acordo com a andlise estatistica, todos os ensaios mostraram diferencas quando
comparados ao grupo controle (p<0,05) nos trés testes realizados (24, 48 e 72h), com excecao
do tratamento com 250 pg/mL. O Gréfico 6 traz as porcentagens de proliferacdo obtidas (eixo
y) para cada tratamento em cada periodo de tempo (eixo x), em comparagdo com os controles
obtidos para cada periodo de tempo.
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Gréfico 6: Porcentagem de proliferacdo celular de cada tratamento (concentragdo do EEC em pg/mL)
em relacdo ao controle para cada periodo de tempo.

Com base nos resultados, as concentragdes de 50; 100 e 150 pg/mL da amostra foram

escolhidas para os testes de diferenciagdo celular.

5.4. DOSEAMENTO ESPECTROFOTOMETRICO PARA FOSFALTASE

ALCALINA (FAL)

A mudanca na coloracdo do analito, apos a adigdo da amostra aos reagentes, indica a

variagdo quantitativa do produto da atividade enzimatica, o p-nitrofeol. Assim, a atividade da

fosfatase alcalina (FAL) foi determinada pela diferenca das absorbancias obtidas no intervalo

de tempo de um minuto de acordo com a formula: (A2-Al/2) x FC, sendo FC o fator de

correcdo calculado para as condigdes descritas na realizacdo do teste: 2764. O resultado é

expresso em unidades de FAL por litro (U/L).

O valor de referéncia para comparacgéo dos resultados foi o obtido para controle positivo

(células tratadas apenas com o meio do kit de diferenciacdo). O Grafico 7 traz os valores

obtidos para a quantificacdo da FAL a partir de sua atividade (eixo y) para cada tratamento e

para 0s controles nos trés periodos analisados (7, 14 e 21 dias). De acordo com a anélise

estatistica empregada, ndo houve relevancia entre os controles e o0s tratamentos, nem entre 0s

tratamentos no mesmo dia, nem entre 0 mesmo tratamento nos diferentes dias (p>0,05).
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Gréfico 7: Quantificacdo da fosfatase alcalina para cada tratamento nos periodos de 7, 14 e 21 dias de
diferenciagao.

55. GRAU DE MINERALIZACAO DA MATRIZ POR COLORACAO VON
KOSSA

O grau de mineralizagdo da MEC formada pelas células em cultura é refletido pela area
mineralizada identificavel ao microscéopio invertido apds o tratamento com nitrato de prata
pelo método de coloracdo von Kossa. As fotomicrografias foram obtidas para os periodos de
7,14 e 21 dias apds o inicio do tratamento para diferenciacdo osteoblastica.

As imagens obtidas para o periodo de 7 dias serviram como controle negativo ja que
nesse periodo, as células MC3T3 estdo em fase de maturagio da MEC. E possivel, portanto,

observar apenas células em semiconfluéncia (Figura 6).
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Figura 6: Fotomicrografia de culturas de células MC3T3 ao 7° dia de tratamento com EEC, coradas
pela técnica de von Kossa. (microscopio invertido 40x). A: Controle; B: 50 pg/mL; C: 100 pg/mL; D:
150 pg/mL

No periodo de 14 dias também néo foi observada a presencga de nddulos mineralizados

em nenhum dos tratamentos, nem para o controle (Figura 7).

Figura 7: Fotomicrografia de culturas de células MC3T3 ao 14° dia de tratamento com EEC, coradas
pela técnica de von Kossa. (microscopio invertido 40x). A: Controle; B: 50 pg/mL; C: 100 pg/mL; D:
150 pg/mL.
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Aos 21 dias, algumas regides foram coradas, indicando a presenca de fosfato de célcio
no meio, no entanto, os tipicos nédulos mineralizados ndo foram identificados (Figura 8).

Figura 8: Fotomicrografia de culturas de células MC3T3 ao 21° dia de tratamento com EEC, coradas
pela técnica de von Kossa. (microscopio invertido 40x). A: Controle; B: 50 pg/mL; C: 100 pg/mL; D:
150 pg/mL
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6. DISCUSSAO

Apesar de a C. ambrosioides ser amplamente utilizada na medicina tradicional
(LORENZI, MATOS, 2002) e ser reconhecidamente um vegetal com compostos bioativos
com potencial farmacoldgico (BRASIL, 2009), a literatura permanece escassa em relacdo aos
dados que comprovem cientificamente suas propriedades biologicas e farmacoldgicas. Dentre
as varias indicacOes terapéuticas na medicina tradicional, o mastruz tem sido utilizado para
tratar lesdes dsseas (DI STASI, HIRUMA-LIMA, 2002; MORAIS, et al., 2005; SILVA et al.,
2006), e alguns estudos comprovaram sua eficicia in vivo (PINHEIRO NETO, 2005;
SOUSA, 2010), sugerindo a existéncia de compostos nesta planta com potencial para o
desenvolvimento de agentes farmacologicos para o tratamento de lesdes ou doencgas que
afetem a integridade 6ssea.

O conhecimento do metabolismo 6sseo também direciona a busca de alternativas
farmacoldgicas. Sabe-se, por exemplo, que o estresse oxidativo condiciona fisiopatologias do
tecido 6sseo (WAUQUIER et al. 2009; OZGOCMEN et al., 2007), o que tem motivado
investigacBes cientificas de substancias com potencial antioxidante. Nesta perspectiva, as
substancias naturais ganham destaque, em fungéo do seu potencial redutor e neutralizador de
radicais livres (PIETTA, 2000; NORDBERG; ARNER, 2001; RASTOGI et al., 2010). Neste
estudo, os testes para avaliacdo do potencial antioxidante do EEC apontaram pronunciada
atividade antioxidante, principalmente para a capacidade antioxidante total (CAT de 120mg
equivalentes de éacido ascérbico) e quelacdo de ions cobre (79,2% de quelacdo relativa ao
EDTA).

Compostos antioxidantes tém acéo direta ou indireta no metabolismo 6sseo. Eles podem
interferir no recrutamento de células osteoprogenitoras, favorecer a diferenciacdo e funcao
osteoblastica (ALMEIDA et al.,, 2007), mas principalmente, atenuam a diferenciacéo
osteoclastica e diminuem o tempo de sobrevida dessas células (LEE et al, 2005; HA et al.,
2004). Assim, a C. ambrosioides pode ter um potencial antirreabsortivo que necessita ser
investigado. Ja foi verificado que a C. ambrosioides possui um composto fendlico
antioxidante de efeito antirreabsortivo, denominado campferol (ARISAWA et al., 1971).
Pang et al. (2006) demonstraram que essa molécula tem efeito dose dependente na produgéo
de TNFs, das citocinas interleucina-6 (IL-6) e da proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-

1/CCL2) por osteoblastos, que influenciam a maturagdo e atividade osteoclastica. Em outro
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estudo, Choi (2011) comprovou o potencial protetor do campferol ao estresse oxidativo em
celulas MC3T3.

Nesse estudo, foi realizada uma triagem inicial para determinacdo do teor de polifenois,
flavonoides e taninos, e verificou-se que todas essas classes de compostos estdo bem
representadas, mas ndo sdo majoritarias, ratificando outros estudos que comprovam que oS
terpenos sdo os principais metabodlitos dessa planta (GBOLADE et al, 2010; GILLE et
al.,2010; KOBA et al., 2009). No entanto, confirmar a presenca de flavonoides e polifenois
foi importante no sentido de essas moléculas serem 0s principais compostos antioxidantes em
vegetais (SOARES, 2002). Além disso, os taninos frequentemente sdo relacionados ao
processo de cicatrizagdo (LOPES et al., 2005).

Além do potencial antioxidante foi analisado o potencial anabdlico do extrato da C.
ambrosioides. Para esse fim, foram utilizados métodos com culturas de células. Ao utilizar
este método para testar compostos, inicialmente, é importante conhecer o grau de toxicidade e
solubilidade dos mesmos e sua interferéncia na proliferacdo e morfologia da linhagem celular
escolhida (PERES, CURI, 2005). A avaliacdo desses parametros caracteriza o estudo da
viabilidade do emprego desses compostos em cultura. Neste estudo, utilizou-se o ensaio do
MTT, por constituir um método simples e eficaz para avaliar a viabilidade e proliferacdo
celular (MOSSMAN, 1983). O emprego dessa metodologia € importante, uma vez que define
as concentracgdes a serem empregadas nos testes de diferenciacao celular.

As diferentes concentracfes do EEC ndo apresentaram citotoxicidade e estimularam a
proliferacdo de osteoblastos, com exce¢do da concentracao de 250 pug/mL, que ndo apresentou
relevancia estatistica quando comparada ao controle em nenhum dos periodos. Vale ressaltar
que foi observada uma acentuada proliferacdo das células submetidas aos demais tratamentos,
chegando a quase triplicar a populacédo celular na concentracdo de 150 pg/mL nas primeiras
24h (crescimento de 251%). Esses resultados sugerem que o EEC é capaz de acelerar e
estimular a proliferacdo de pré-osteoblastos, essencial para a primeira fase da cicatrizacdo e
da remodelacdo dssea (CHOI et al.,1996; QUARLES et al.,1992; SUDO et al.,1983). Com
base nos melhores resultados do ensaio do MTT, as doses de 50, 100 e 150 pg/mL foram
escolhidas para o ensaio de diferenciacdo celular.

Primeiramente, a atividade da fosfatase alcalina (FAL) foi avaliada. Esta enzima esta
associada ao processo de mineralizacdo da matriz extracelular, mas sua acdo é maxima na
segunda fase da diferenciacdo osteoblastica, uma vez que é responsavel pela maturacdo da
matriz, que posteriormente sera mineralizada (GOLUB; BOESZE-BATAGLIA, 2007; LIAN;
STEIN, 1992). Nesse sentido, a FAL promove a hidrdlise de fosfatos organicos (no caso das
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culturas celulares, o B-Glicerofosfato) aumentando a concentracdo de ions fosfato que,
juntamente com os ions célcio (presentes no meio circundante), promovem a formacgdo de
depdsitos de fosfato de calcio durante a subsequente mineralizacdo da matriz (TER
BRUGGE; JANSEN, 2002; HUANG et al., 2002; IM et al., 2005). Por apresentar esse papel
central, e pela facilidade de doseamento bioquimicos e histologicos, a FAL tornou-se o
marcador de escolha na avaliacdo do fendtipo ou maturacéo do desenvolvimento de células de
tecidos mineralizados (GOLUB; BOESZE-BATTAGLIA, 2007).

Os resultados indicam que 0 mecanismo de acdo do EEC ndo deve estar diretamente
relacionado com a diferenciacdo osteoblastica, uma vez que ndo houve diferengas expressivas
na quantificacdo de FAL pelas células submetidas aos tratamentos em comparagdo com 0s
controles, nem foi possivel observar nédulos mineralizados ao 21° dia. Esses resultados nao
confirmam a hipotese do potencial osteoindutor da C. ambrosioides, embasada na medicina
tradicional, onde esta planta é utilizada topicamente em lesdes Gsseas, com 0 intuito de
acelerar o processo de regeneracdo (DI STASI, HIRUMA-LIMA, 2002; PINHEIRO NETO,
2005; MORAIIS, et al., 2005; SILVA et al., 2006). Apesar de ndo ser uma pratica disseminada
no Brasil, na cultura chinesa, extratos vegetais séo comumente usados topicamente ha mais de
3000 anos para a mesma finalidade, e os resultados sdo comprovadamente benéficos (PENG
etal., 2010).

A formacdo de uma matriz mineralizada traduz a expressdo completa do fendtipo
osteoblastico (DENG et al., 2008; HAYAMI et al., 2007; WEINZIERL et al., 2006). O
método da coloracdo von Kossa € simples e permite a visualizacdo dos ndédulos mineralizados
em cultura de células (MOSSMAN, 1983). No entanto, ndo foi possivel a visualizacdo desses
nddulos em nenhum dos grupos (teste e controle), indicando que ndo houve mineralizagdo
eficaz da matriz. No periodo de 21 dias ap0s o inicio do tratamento para diferenciacao celular,
0 grupo controle apresentou discretas manchas acinzentadas, que podem representar o inicio
da formacdo nodular. As células MC3T3 levam aproximadamente 21 dias para se diferenciar
e podem apresentar nddulos mineralizados a partir da segunda semana de diferenciacéo
(QUARLES et al., 1992; FRANCESCHI; IYER, 1992), no entanto, mais tempo pode ser
requerido para uma mineralizagdo mais pronunciada. Sudo et al. (1983) observaram as
pequenas formacdes nodulares aos 21 dias de tratamento para diferenciacdo das células
MC3T3, sendo a matriz majoritariamente organica nessa fase; apenas apds 24 dias, os nddulos
tornaram-se mais pronunciados, mas com facil identificagdo, apds 40 dias de tratamento.

O enfoque para a atividade osteoindutora foi dado pelo fato de ser a acdo mais eficaz no

tratamento de problemas 6sseos. Apesar de hodiernamente a maioria dos tratamentos para a
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osteoporose serem baseados em agentes antirreabsortivos (FENG; McDONALD, 2011; NIH,
2000), j& se tem evidéncias de que a funcdo osteoblastica aumentada poderia ser mais
promissora (CRANNEY et al. , 2002a , b; LERNER, 2006).

Embora os resultados nao confirmem a acao osteoindutora do EEC, ndo se deve excluir
a possibilidade de 0 mesmo ser eficaz para a saude 6ssea na regeneracdo de lesdes 6sseas e/ou
na manutencdo/recuperagdo da massa 6ssea normal. Mesmo que a atividade antioxidante seja
correlacionada ao combate ao estresse oxidativo de fato benéfico a saide 6ssea, EROs em
baixas concentracdes também agem como moduladores tanto para osteoclastos quanto para
osteoblastos. Em osteoblastos, foi verificado que BMPs geram EROs importantes para a
ativacdo da FAL (MANDAL et al., 2011), bem como que as MAPK s&o induzidas por EROs
(GREENBLATT et al., 2010).

Sendo assim, uma vez que as células em tratamento no presente estudo ndo estavam sob
tal condicdo de estresse oxidativo, a presenca de um forte antioxidante pode ter interferido
negativamente na diferenciacdo osteoblastica, como observou Arakaki et al. (2013). Neste
recente estudo, os autores verificaram que as células MC3T3-E1 incubadas na presenca de
antioxidantes N-acetil-cisteina, nas quais a producdo de EROs foi suprimida
significantemente, a mineralizagdo também foi suprimida, ratificando que as EROs
desempenha um papel importante na regulacdo da diferenciacdo osteoblastica. Assim, talvez a
avaliacdo de concentragfes menores pudesse apresentar resultados positivos na diferenciagdo
mesmo que estas ndo tivessem influenciado significativamente no processo de proliferacdo
verificado pelo ensaio do MTT.

Além disso, compostos podem influenciar positivamente a salde dssea de diferentes
maneiras. Alguns sdo capazes de promover o efeito anabdlico, atuando na linhagem
osteoblastica, estimulando a proliferacdo, a diferenciacdo e a mineralizacdo, outros
apresentam efeito anticatabolico, atuando na diferenciacédo e funcdo dos osteoclastos.

Compostos prontamente pro-angiogénicos ou analgésicos, por exemplo, também sédo
Uteis para 0 processo de regeneracdo de lesdes 6sseas (PENG et al., 2010), apesar de nédo
serem eficientes para o tratamento/prevencdo de doencas metabdlicas como a osteoporose.
Isso se explica pelo fato de a regeneracdo de uma lesdo dssea ser complexa e ter vérias etapas
(KENLEY et al, 1993). Assim, C. ambrosioides, além de promover a pronunciada
proliferacdo celular, importante no processo de cicatrizagdo, pode agir nesse sentido ou ter
influéncia em processos que ndo foram passiveis de analise por meio da metodologia

empregada nesse estudo.
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7. CONCLUSAO

O extrato etanodlico das folhas de C. ambrosioides mostrou ser um potente antioxidante,
mas nao apresentou poder osteoindutor verificavel pela metodologia empregada nesse estudo.
Assim, para comprovar a eficicia dessa planta para a saude 6ssea, outros estudos devem ser
realizados. A confirmacdo de seu beneficio in vivo para a cicatrizacdo de fraturas e para o
poder angiogénico no local da lesdo deve ser seguida pela avaliagdo in vitro da atividade
antirreabsortiva e mesmo osteoindutora, considerando-se outras metodologias e

concentragdes.
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