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RESUMO

Muitos produtos naturais tém sido estudados com fins terapéuticos, seja na
prevencao ou no tratamento dos danos causados por doencas metabdlicas, incluindo
a osteoporose. As frutas podem ser fonte de varios compostos bioativos,
concentrados principalmente em sua casca. O extrato da casca de jabuticaba (ECJ)
tem se mostrado um produto promissor no tratamento da obesidade, pré-diabetes e
complicagdes hepaticas. Recentemente, nosso grupo de pesquisa avaliou o efeito do
ECJ na diferenciacdo osteoblastica e adipocitica de células-tronco mesenquimais
derivadas de animais saudaveis e osteoporéticos. Os resultados mostraram que o
ECJ aumenta a diferenciacdo osteoblastica, evidenciada por maior atividade de
fosfatase alcalina e formacdo de matriz mineralizada, e reduz a diferenciacao
adipocitica, observada pela redugao na formagado de acumulo lipidico. Com base
nesses resultados, nossa hipotese € que, devido aos seus efeitos osteogénico e anti-
adipogénico, o ECJ pode prevenir ou reduzir a perda Ossea induzida pela
osteoporose. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da
administracao do ECJ na diferenciacédo osteoblastica de células-tronco mesequimais
derivadas de ratas ovariectomizadas. Para isso, os animais foram submetidos ao
procedimento cirurgico de ovariectomia bilateral a fim de induzir o hipoestrogenismo
(OVX). Como controle, foram utilizados animais submetidos a cirurgia ficticia (SHAM).
Sete dias apds o procedimento cirurgico, tanto animais OVX quanto SHAM receberam
administracao intragastrica diaria da solugédo de ECJ dissolvido em 1 mL de agua
filtrada na concentracdo de 3 mg de ECJ/kg de peso corporal e/ou apenas 1 mL de
agua filtrada, ambas por 90 dias. Apds esse periodo, as células-tronco mesenquimais
(MSCs) derivadas da medula 6ssea dos fémures foram coletadas e avaliada a
diferenciacao osteoblastica dessas por meio das analises de expressao de mRNA de
genes osteoblasticos por PCR em tempo real, atividade de fosfatase alcalina (ALP) in
situ por ensaio Fast Red e formacdo de matriz extracelular mineralizada pela
colocagao com vermelho de alizarina. A analise estatistica foi realizada considerando
o nivel de significancia de 5%. O ECJ foi capaz de diminuir a expressao génica da
maioria dos marcadores osteoblasticos nas células derivadas de ratas OXV, bem
como regular positivamente os genes osteoblasticos em culturas de células de
animais SHAM. Além disso, o ECJ favoreceu o desenvolvimento do fendtipo

osteoblastico, determinado por maiores atividade de ALP in situ e formagao de matriz



extracelular mineralizada nas células derivadas dos animais SHAM, os quais foram
diminuidos nas células derivadas dos animais OVX. Com base nesses resultados,
concluimos que o ECJ aumenta a diferenciacao osteoblastica de MSCs derivadas de
animais normoestrogénicos e diminui a de MSCs derivadas de animais

hipoestrogénicos.

Palavras-chave: Osteogénese; Osteoblasto; Osso; Osteoporose; Hipoestrogenismo;

Ovariectomia; Jabuticaba; Bioativos; Fitoterapicos.
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1 INTRODUGAO

Muitos produtos naturais estdo sendo estudados como alternativas para o
tratamento de diversas doencas, inclusive as do tecido dsseo, como a osteoporose
(Sgarbossa et al., 2015; Jiang et al., 2011; Xu e Lawson; 2004). Varios estudos relatam
os efeitos benéficos desses produtos no metabolismo dsseo in vitro e na formagao
ossea in vivo (Oliveira et al., 2018; Tasadduq et al., 2017; Ardawi et al., 2016; limura
et al.,, 2015; Mackinnon et al., 2011). Dentre os elementos que sao utilizados na
preparacao desses produtos estdo as ervas, frutas, castanhas, assim como suas
cascas, raizes, folhas e caule. Suas principais vantagens sdo o fato de crescerem
naturalmente, tendo alta disponibilidade e baixos custos de producao, além de seus
compostos derivados serem naturais, causando efeitos colaterais minimos e com
menor toxicidade (Udalamaththa et al., 2016). Sendo assim, estes produtos podem
ser alternativas seguras e acessiveis em comparagdo aos medicamentos sintéticos
disponiveis, os quais estdo associados a muitos efeitos colaterais (Hamadeh et al.,
2015; Hough, 2014; Deal et al., 2009).

A jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) é uma fruta brasileira de 3 a 4 cm de
didmetro, com casca roxa espessa que envolve a polpa branca gelatinosa e possui
grande quantidade de compostos fendlicos, incluindo antocianina, quercetina, acido
elagico e acido galico (Reynertson et al., 2008; Abe et al., 2007). Os beneficios da
ingestdo de jabuticaba sdo inumeros e dentre eles destacam-se reducado de peso,
controle dos niveis de colesterol, prevencédo da dislipidemia e redugao dos niveis
séricos de glicose (Lenquiste et al., 2015; Araujo et al., 2014; Lenquiste et al., 2012).

Cascas de frutas sao fontes importantes de varios compostos bioativos e a
casca da jabuticaba tem mostrado grande potencial terapéutico (Lenquiste et al.,
2015; Baptista et al.,, 2014; Dragano et al.,, 2013; Lenquiste et al., 2012).
Recentemente, observou-se o efeito dose-dependente do extrato da casca de
jabuticaba (ECJ) na prevengéo de obesidade, pré-diabetes e complicagdes hepaticas,
como a doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (Lamas et al., 2018).
Adicionalmente, foi demonstrado que o ECJ tem atividade antiproliferativa em
linhagens celulares de tumores e atividade antimutagénica em camundongos (Leite-
Legatti et al., 2012). Este extrato possui alto teor fendlico e capacidade antioxidante
por possuir grandes quantidades de antocianina e flavonoides, preservadas durante

sua extracao.



A osteoporose € uma desordem sistémica crénica na qual ocorre a redugao da
formacgao 6ssea pelo aumento da adiposidade da medula 6ssea (Justesen et al., 2001;
Song et al., 2012). Além disso, ela resulta na desestruturacédo da microarquitetura e
na reducado da densidade tecidual, com consequente aumento da susceptibilidade a
fratura O0ssea (South-Paul, 2001). Segundo critérios da Organizacdo Mundial de
Saude, aproximadamente 33% da populagdo de mulheres com idade superior a 65
anos desenvolve osteoporose (Oliveira, 2002). Dados da National Osteoporosis
Foundation mostram que a prevaléncia de osteoporose entre homens €& também
relevante, atingindo aproximadamente 17% da populag&o da raga branca acima de 80
anos (Orwig et al., 2011). Os gastos de planos de saude privados no Brasil com
fraturas de fémures em pacientes osteoporéticos, entre 2003 e 2004, foi de 12 milhdes
de reais (Araujo et al., 2005). Com base nesse valor, € possivel estimar o impacto dos
gastos do Sistema Unico de Satude (SUS) com todos os tipos de fraturas dsseas em
pacientes osteoporéticos ou nao que poderiam ser beneficiados por novos e mais
eficazes tratamentos para essa doenca.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa, investigou o efeito do ECJ na
diferenciagcado osteoblastica e adipocitica de células-tronco mesenquimais (MSCs)
derivadas de ratas saudaveis e osteoporoticos. Os resultados mostraram que o ECJ
favoreceu a diferenciagao osteoblastica, evidenciada por maior atividade de fosfatase
alcalina (ALP) e formagao de matriz mineralizada, e inibiu a diferenciacéo adipocitica,
observada pela redugcao na formacédo de acumulo lipidico em ambas as condicoes
sistémicas avaliadas (Souza et al., 2020). No entanto, até o momento n&do foram
avaliados os efeitos do ECJ administrado por via oral na diferenciacdo osteoblastica
de MSCs derivadas de medula éssea de ratas ovariectomizadas, objetivando prevenir

ou amenizar a instalacdo da osteoporose.

2 PROPOSICAO
Avaliar o efeito do tratamento com ECJ por via oral sobre a diferenciacao

osteoblastica de MSCs derivadas de medula 6ssea de ratas ovariectomizadas.

3 MATERIAL E METODOS
Todas as atividades e procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da FORP/USP (CEUA n° 2020.1.520.58.8)



3.1 Procedimento cirurgico de ovariectomia

Foram utilizadas 4 ratas da linhagem Sprague-Dawley com 03 meses de idade
no inicio dos experimentos. O procedimento cirurgico de ovariectomia bilateral (OVX)
foi realizado em 2 animais, como descrito previamente por Siéssere e colaboradores
(2011). Brevemente, os animais foram pesados e anestesiados por via intraperitoneal
com solugéo anestésica de Coopazine (Xylazina, Agibrands do Brasil LTDA, Brasil) -
sedativo, analgésico e relaxante muscular - e Dopalen (Ketamina, Agibrands) -
anestésico geral, na propor¢cao de 1,5 mg/100 g de peso corporal de Xylazina e 7,5
mg/100 g de peso corporal de Ketamina. Realizou-se a analgesia pré-operatoria com
Flunixina meglumina a 0,25 mg/100 g de peso corporal (Banamine, Schering-Plough,
Brasil). Apés a anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia da regiao
abdominal bilateral e antissepsia com solugcdo topica de povidina-iodo alcodlica.
Foram realizadas incisdes cutaneas bilaterais para a exposicdo e/ou excisdao dos
ovarios, seguida por sutura com fio mononylon 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson,
Brasil) como descrito por Kalu (1991). Em seguida, os animais foram medicados com
dose unica de Flunixina meglumina 0,2 mg/100 g de peso corporal) (Schering, Brasil)
e dose unica de uma solugao de antibiético contendo Benzilpenicilina benzatina 2,000
UI/100 g de peso corporal, Benzilpenicilina procaina 1,000 UI/100 g de peso corporal,
Benzilpenicilina potassica 1,000 Ul/100 g de peso corporal, Diidroestreptomicina base
(sulfato) 0,83 mg/100 g peso corporal e Estreptomicina base (sulfato) 0,83 mg/100 g
peso corporal (Pentabidtico, Fort Dodge, Brasil). Duas ratas foram submetidas ao
estresse da cirurgia (SHAM), mas ndo excisdo dos ovarios. Apos o procedimento
cirurgico e administragdo da medicagao pos-operatoria, os animais foram mantidos
em numero de 2 por caixa por 97 dias, recebendo ragcdo e agua “ad libitum’ e
observacao constante, sendo feita a limpeza das caixas, com troca da maravalha, 3

vezes por semana.

3.2 Administragao do ECJ

Este estudo foi desenvolvido em colaboragdo com o grupo do Professor Dr.
Mario Roberto Marostica Junior da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas (FEA-UNICAMP) que produziu e nos forneceu o
ECJ. Apéds 7 dias do procedimento cirurgico de ovariectomia ou cirurgia ficticia, 2

animais (n = 01 para OVX e n = 01 para SHAM) receberam a solu¢cdo de ECJ
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dissolvido em agua filtrada (3 mg de ECJ/kg de peso corporal diluido em 1 mL de agua
filtrada) enquanto os outros 2 animais (n = 1 para OVX e n = 1 para SHAM) receberam
1 mL de agua filtrada (H20) por administracdo intragastrica diaria (gavagem), por

periodo de 90 dias, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos 04 animais entre os grupos e tratamentos

Animal Tratamento* Dia 90 (n)
ECJ 1
ovX B
Agua 1
ECJ 1
SHAM ]
Agua 1

* O tratamento foi iniciado a partir do dia 7 apoés a cirurgia.
Fonte: Préprio autor.

3.3 Avaliagao do peso corporal dos animais
Todos os animais foram pesados semanalmente em balanga de precisao
(Toledo, Brasil). Este procedimento foi repetido até a 142 semana, antes da realizagao

do procedimento de eutanasia.

3.4 Obtencao e cultura de MSCs

Apos o periodo de administragdo intragastrica dos diferentes tratamentos,
todos os animais foram eutanasiados com sobredosagem de tiopental sédico 1%
(Thiopentax, Cristalia, Brasil) na concentragdo de 100-120 mg/Kg, por via
intraperitoneal. Os fémures foram removidos e transportados em meio de cultura
contendo meio essencial minimo modificag&o alfa (a-MEM) (Gibco-Life Technologies,
EUA) suplementado com 500 pg/mL de gentamicina (Gibco-Life Technologies) e 3
pMg/mL de fungisona (Gibco-Life Technologies). No fluxo laminar, os fémures foram
submetidos a antissepsia e a remocao de tecidos moles remanescentes. As epifises
foram removidas e a medula 0ssea presente nas diafises foi extraida por irrigagao
com meio de crescimento (condigdo nado indutora de diferenciagao celular) contendo
a-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco-Life Technologies), 50
pMg/mL de gentamicina (Gibco-Life Technologies) e 0,3 pg/mL de fungisona (Gibco-
Life Technologies). As células foram cultivadas em meio de crescimento em garrafas
de cultura de 75 cm? (Corning Incorporated, EUA) até atingirem a subconfluéncia de

70% para permitir a selegao de MSCs por aderéncia ao poliestireno. As culturas foram
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mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar
atmosférico. As trocas do meio de cultura foram realizadas a cada 48 horas.

Apos a subconfluéncia, as MSCs foram tripsinizadas e cultivadas em meio
osteogénico, que é meio de crescimento acrescido de 5 yg/mL de acido ascérbico
(Gibco-Life Technologies), beta-glicerofosfato 7 mM (Sigma-Aldrich, EUA) e
dexametasona 107 M (Sigma-Aldrich) por até 21 dias em placas de 24 pogos na
concentragéo de 1x10* células/pogo, e em placas de 6 pogos na concentracdo de
1x10° células/poco. As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. As trocas do meio de cultura foram
realizadas a cada 48 horas.

3.5 Avaliagao da expressao de marcadores osteogénicos por PCR em tempo real

Ao final de 5 dias, a expressao génica do fator de transcrigdo relacionado ao
runt 2 (Runx2), osterix (Sp7), fosfatase alcalina (Alp), osteocalcina (Oc) e osteopontina
(Opn) foi avaliada por PCR em tempo real. Foi realizada a extragcdo do RNA total
através do kit SV Total RNA Isolation System (Promega, EUA), de acordo com
especificacées do fabricante. Em seguida, o RNA total foi quantificado a partir de 1 yL
de amostra no aparelho NanoVue (GE Healthcare, EUA) e sua integridade, avaliada
por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Em seguida, foi confeccionada a fita de
cDNA a partir de 1 ug de RNA total. Este procedimento foi feito no termociclador
Mastercycle Gradient (Eppendorf, Alemanha) por meio de reacdo com a enzima
transcriptase reversa, utilizando-se o kit SuperScript™ Ill First Strand Synthesis
Systems para PCR em tempo real (Invitrogen-Life Technologies, EUA).

As reagoes de PCR em tempo real para a quantificagdo da expressao génica
foram feitas utilizando o sistema de sondas TagMan (Invitrogen-Life Technologies) em
aparelho QuantiStudio7 (Thermofisher, EUA). As reag¢des foram realizadas em
quadruplicata (n=4) com volume final de 10 yL contendo 5 pL de TagMan Universal
PCR Master Mix-No AmpErase UNG (2X), 0,5 yL das sondas TagMan para os genes
de interesse (20X TagMan Gene Expression Assay Mix) e 1,125 ng/uL de cDNA. A
reacao de amplificagéo foi composta por: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e
40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (desnaturagéo e extensao).

Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (do Inglés, cicle
threshold), sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos em que a
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amplificagdo das amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel de
fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificagcdo exponencial das
amostras), que permitiu a analise quantitativa da expressédo dos genes Runx2, Sp7,
Alp, Oc e Opn. Como controle enddgeno, foi avaliada a expresséo do gene Eif2b que

foi usada para a normalizag&o dos niveis de expressao dos genes avaliados.

3.6 Avaliagao da atividade de ALP

Ao final de 7 dias, a atividade de ALP in situ foi avaliada por meio da coloragéo
com Fast Red. Para tal, as culturas foram lavadas com solugdo de Hank’s (Hank’s
Balanced Salts, Sigma-Aldrich) aquecida a 37°C e incubadas com 1 mL de solugao
tampao Tris (Sigma-Aldrich) 120 mM contendo Fast Red TR (Sigma-Aldrich) 1,8 mM,
naftol-ASMX-fosfato (Sigma- Aldrich) 0,9 mM e dimetilformamida (Merck, Alemanha),
por 30 minutos, em atmosfera umida contendo 5% de CO; e 95% de ar atmosférico.
Os pocos foram lavados com PBS (Gibco-Life Technologies) e fotografados com
camera digital (Nikon, Jap&o). Os dados foram obtidos em quintuplicada (n=5) e a
atividade de ALP in situ foi quantificada utilizando o software Imaged (NHI, EUA),

sendo os resultados expressos em porcentagem de area corada.

3.7 Analise da formagao de matriz extracelular mineralizada

Ao final de 21 dias, a formagao de matriz extracelular mineralizada foi avaliada
por meio da coloragdo com vermelho de alizarina S (Sigma-Aldrich). As culturas foram
lavadas em solugao de Hanks, fixadas em alcool etilico 70% a 4°C por 60 minutos e
lavadas em PBS e agua bidestilada. Em seguida, foram coradas com vermelho de
alizarina S (Sigma-Aldrich) 2%, pH 4,2, a temperatura ambiente por 15 minutos,
lavadas com PBS (Gibco-Life Technologies) e agua bidestilada, e observadas por
epifluorescéncia em microscépio Leica DMLB (Leica, Alemanha) e fotografados com
camera digital (Nikon, Jap&o). Os dados foram obtidos em quintuplicada (n=5) e a
formacado dos nédulos de mineralizagao foram quantificados utilizando o software

Imaged (NHI, EUA), sendo os resultados expressos em porcentagem de area corada.

3.8 Analise estatistica
O peso corporal dos animais nao foi submetido a analise estatistica. Para as

analises de expressao génica por PCR em tempo real, atividade de ALP in situ e
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mineralizagdo da matriz extracelular, apds verificagcdo da normalidade dos dados pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov, utilizou-se o teste T de Student para as comparagoes
entre os grupos. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa SigmaPIot

12.5 (Systat Software, Alemanha) com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4 RESULTADOS
4.1 Peso corporal dos animais

Antes e apds a realizagdo dos procedimentos cirurgicos todos os animais
(SHAM e OVX) foram pesados semanalmente para avaliagdo do peso corporal.
Inicialmente, tanto os animais OVX-ECJ quanto OVX-H20 apresentaram peso médio
de 214 g, enquanto os animais SHAM-ECJ apresentaram média de 249 g e SHAM-
H20, 244 g. Foi observado ganho de peso progressivo e, ao final da 14® semana,
antecedente ao procedimento de eutanasia, as médias de peso foram as seguintes:
440 g para OVX-ECJ, 461 g para OVX-Hz20, 354 g para SHAM-ECJ e 366 g para
SHAM-H20 (Figura 1).

Figura 1: Peso corporal dos animais OVX-ECJ (n = 12), OVX-H20 (n =9), SHAM-ECJ
(n =12) e SHAM-H20 (n = 11). Os dados estéo representados como média e desvio
padrao.

Pesagem corporal

= = == QVX-ECJ === = = QVX-H20 SHAM-ECJ SHAM-H20
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Fonte: Préprio autor.

4.2 Efeito do ECJ sobre a diferenciagcao osteoblastica de MSCs derivadas de
medula 6ssea de ratas saudaveis e osteoporoéticas

O tratamento com ECJ aumentou a expresséo de Runx2 (p=0,021, Figura 2A),
nao afetou a de Sp7 (p=0,451, Figura 2B), reduziu a de Alp (p=0,005, Figura 2C),
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aumentou a de Oc (p=0,001, Figura 2D) e n&o afetou a de Opn (p=0,244, Figura 2E),
e aumentou a atividade de ALP in situ (p<0,001, Figura 2F) e a formagao de matriz
extracelular mineralizada (p=0,008, Figura 2G) em MSCs derivadas de medula éssea

de ratas saudaveis.
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Figura 2. Diferenciacédo osteoblastica de MSCs derivadas de medula 6ssea de ratas
saudaveis (SHAM) e tratadas com ECJ. Expressao génica de Runx2 (A), Sp7 (B), Alp
(C), Oc (D) e Opn (E), atividade de ALP in situ (F) e formagao de matriz extracelular
mineralizada (G). Os dados s&o apresentados como média e desvio padrao (n=4 para
expressdo génica e n=5 para atividade de ALP in situ e formagcdo de matriz
extracelular mineralizada). Asterisco indica diferenga estatisticamente significante
(p<0,05).
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O tratamento com ECJ nao afetou a expressao de Runx2 (p=0,057, Figura 3A),
reduziu a expressao de Sp7 (p<0,001, Figura 2C), nao afetou a expressao de Alp
(p=0,846, Figura 3C), reduziu a expressao de Oc (p<0,001, Figura 3D) e Opn
(p<0,001, Figura 3E), e diminuiu a atividade de ALP in situ (p<0,001, Figura 3F) e a
formagdo de matriz extracelular mineralizada (p<0,001, Figura 3G) em MSCs

derivadas de medula 6ssea de ratas OVX.
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Figura 3. Diferenciacédo osteoblastica de MSCs derivadas de medula 6ssea de ratas
submetidas a ovariectomia (OVX) e tratadas com ECJ. Expressédo génica de Runx2
(A), Sp7 (B), Alp (C), Oc (D) e Opn (E), atividade de ALP in situ (F) e formacgéo de
matriz extracelular mineralizada (G). Os dados sdo apresentados como média e
desvio padrao (n=4 para expressdo génia e n=5 para atividade de ALP in situ e
formacdo de matriz extracelular mineralizada). Asterisco indica diferenca
estatisticamente significante (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

O o0sso € um tecido dinamico que passa por constantes remodelagdes para
manter a saude do esqueleto ao longo do tempo. As evidéncias sao crescentes de
que alteragdes bioldgicas na atividade hormonal podem afetar diretamente a saude
desse tecido, ocasionando doengas Osseas evidentes (Funatsu et al., 2006; Omori et
al., 2020). Uma das patologias 6sseas mais citadas na literatura com alta influéncia
hormonal, mais especificamente devido ao hipoestrogenismo, € a osteoporose (Zheng
et al., 2018).

A osteoporose € uma doenga osteometabdlica considerada como um grave
problema de saude publica, uma vez que apresenta uma alta taxa de morbidade e
mortalidade nos individuos acometidos devido ao alto risco de fraturas complexas e
problemas associados (Yu et al. 2012; Caires et al., 2017). Esta doenga acomete
pessoas de todos os sexos, apresentando maior incidéncia em mulheres com idade
superior a 45 anos que se encontram no periodo de pds-menopausa, € que se agrava
com o envelhecimento (Watts, 2018). Essa desordem dssea é representada por perda
consideravel da massa O0ssea e esta associada com a diminuicdo dos niveis de
estrégeno, uma vez que esse hormonio estimula a acdo de osteoblastos, inibe a agéo
dos osteoclastos e eleva os niveis do paratormdnio (PTH), gerando um processo de
descalcificagado 6éssea dado o desequilibrio metabdlico (Kanatani et al., 1998; Gracitelli
et al., 2002; Jia et al., 2014). O estrégeno € um horménio sexual importante para
homens e mulheres. E amplamente produzido pelos ovarios, mas também é
encontrado em menores quantidades no tecido adiposo e no cérebro (Omori et al.,
2020). Este horménio é capaz de afetar diretamente o crescimento, desenvolvimento
e manutengdo do osso por meio da regulagao intracelular (Khosla et al., 2002;
Manolagas et al., 2002; Gennari et al., 2003). Adicionalmente, a deficiéncia desse
horménio pode levar a um processo denominado de osteoporose pos-menopausa;
portanto, um modelo animal que mimetize esse tipo de osteoporose deve possuir as
mesmas caracteristicas.

A literatura mostra que varios animais podem ser usados para estudar a
influéncia dos hormdnios sexuais como o estrogeno no metabolismo ésseo (Turner,
2001; Pufe et al.,, 2007; Gomes et al.,, 2021). Dentre esses animais, os modelos
murinos permitem grande reprodutibilidade, uma vez que mais de 90% do seu genoma

pode ser dividido em regides correspondentes ao do genoma de humanos (Waterson
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et al., 2002; Komori, 2015). Além disso, o procedimento cirurgico de ovariectomia tem
sido usado nos ultimos 30 anos e tem se mostrado o método mais popular e eficiente
para induzir a osteoporose neste mesmo modelo animal (Komori, 2015; Almeida et al.,
2019; Nepal et al.,, 2020). Neste estudo, utilizamos ratas ovariectomizadas para
mimetizar a indugao dos efeitos deletérios do hipoestrogenismo, além de mostrar que
esse mesmo modelo experimental pode servir como uma fonte confiavel para
obtencao de MSCs.

Dentre as estratégias alternativas atuais para o tratamento de doengas 6sseas,
percebe-se um crescente avancgo cientifico no uso de bioativos e fitoterapicos obtidos
a partir de compostos naturais (Suthon et al., 2016; Diyanat et al., 2018). Lim e
colaboradores (2009) ao estudarem o papel do extrato etandlico de Psoralea corylifolia
L. e seu principio ativo Bakuchiol na atividade &ssea e estrogénica de ratas
ovariectomizadas, observaram que ambos os tratamentos reduziram a perda dssea
nesses animais e aumentaram a mineralizacdo Ossea, atividade de ALP e
concentragao de calcio. Ja Udomsuk e colaboradores (2012) ao estudarem o papel
do fitoestrogénio Miroestrol, na regulagédo de genes relacionados a osteoporose de
camundongos fémeas ovariectomizadas, mostraram que o tratamento com os
compostos naturais também foi capaz de diminuir a perda éssea nesses animais, uma
vez que houve um efeito modulatério positivo de osteoprotegerina e negativo de
receptor do fator nuclear kappa B ligante (Rankl), cuja interacdo € primordial para a
maturacao de osteoclastos.

No nosso estudo, nossa estratégia foi avaliar o efeito do ECJ na prevengéo do
desenvolvimento da osteoporose em ratas ovariectomizadas, uma vez que, além de
possuir propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, o ECJ tem efeitos anti-
adipogénico e pro-osteogénico sobre MSCs MSCs derivadas de animais saudaveis
ou osteoporoticos (Lamas et al., 2018; Souza et al., 2020).

O ECJ foi capaz de regular positivamente os genes osteoblasticos Runx2 e Oc
em culturas de células de animais saudaveis (SHAM) e foi capaz de diminuir a
expressao génica de Sp7, Oc e Opn em MSCs derivadas de animais OXV. Além disso,
o ECJ aumentou os parametros relacionados ao fendtipo osteoblastico, como a
atividade de ALP in situ e mineralizagao extracelular em MSCs derivadas de animais
saudaveis (SHAM), enquanto diminuiu nos animais do grupo OVX. Esses achados

sugerem que as MSCs derivadas de animais OVX podem ter sofrido alteragdes
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importantes em suas caracteristicas apds o procedimento de ovariectomia, na
tentativa de prevenir o desenvolvimento da osteoporose. Essa hipotese é corroborada
por um estudo que mostrou que na auséncia do estrégeno, o metabolismo pode sofrer
ajustes para tentar compensar os efeitos deletérios da auséncia de estrogeno. Como
a remocgao dos ovarios reduz a concentragdo de estrégeno, o organismo cria uma
necessidade de aumentar a fungdo dos osteoblastos para compensar os efeitos da

diminuicdo hormonal (Yu et al., 2012).

6 CONCLUSAO

O ECJ favorece a diferenciagao osteoblastica de MSCs derivadas de animais
saudaveis e reduz a diferenciagcdo osteoblastica de MSCs derivadas de animais
hipoestrogénicos. Apesar do efeito negativo sobre a diferenciagdo osteoblastica de
MSCs derivadas de ratas ovariectomizadas, o uso terapéutico do ECJ n&o deve ser
descartado dado seu efeito positivo sobre a diferenciacdo osteoblastica de células
derivadas de animais saudaveis e estudos in vivo sdo necessarios para investigar os

efeitos desse extrato sobre o tecido 6sseo.
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