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RESUMO
O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da associacdo cafeina e etanol sobre a diferenciacdo
osteogénica das células tronco mesenquimais (CTM) da medula 6ssea de ratas. Foram utilizadas
CTM da medula 6ssea de 3 ratas Wistar com 30 dias de idade. Apos o cultivo em meio de
indiferenciacdo e realizacdo de citometria de fluxo para caracterizacdo fenotipica das CTM, as
mesmas foram cultivadas em meio osteogénico acrescido ou nao de cafeina ou etanol
constituindo-se quatro grupos experimentais: 1) controle diferenciado, 2) diferenciado com
adicdo de 0,3mM de cafeina, 3) diferenciado com adicdo de 50mM de etanol e 4) diferenciado
com associacdo cafeina/etanol (0,3mM de cafeina + 50mM de etanol). Foram realizados 0s
testes de conversdo do MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina, sintese de
colageno e porcentagem de células por campo aos 7, 14 e 21 dias de diferenciacdo. O nimero
de nodulos mineralizados por campo foi contabilizado aos 21 dias de diferenciacdo. Os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG
(protocolo 119/2016). Os dados foram submetidos a ANOVA com comparagdo das médias pelo
teste SNK. Diferengas foram consideradas significativas se p<0,05. Os grupos tratados com
cafeina, etanol e associacdo de cafeina/etanol apresentaram menor conversdo de MTT aos 7 e
14 dias em relacdo ao grupo controle. A associacdo cafeina/etanol ndo apresentou diferenca
quando comparada ao grupo cafeina, porém, promoveu menor reducdo quando comparada ao
grupo etanol aos 14 e 21 dias. A atividade da fosfatase alcalina foi menor no grupo cafeina em
relacdo ao controle em todos os periodos, diferentemente do grupo etanol que ndo apresenta
diferenca. A associacdo cafeina/etanol promoveu maior atividade de fosfatase alcalina em
relagdo ao grupo cafeina aos 7 dias e redugdo da atividade da fosfatase alcalina aos 14 e 21 dias,
quando comparado ao grupo etanol. A sintese de colageno no grupo cafeina foi menor em
relacdo ao controle, aos 14 e 21 dias e 0 grupo etanol apresentou menor sintese de coldgeno em
relacdo ao controle aos 21 dias. A associacdo cafeina/etanol promoveu reducdo na sintese de
colageno quando comparada aos grupos cafeina e etanol aos 14 dias. A porcentagem de células
do grupo cafeina foi menor em relacéo ao controle aos 14 e 21 dias e o grupo etanol demonstrou
reducdo da porcentagem de células em relacdo ao controle, somete aos 7 dias. A associacao
cafeina/etanol promoveu reducdo da porcentagem de células aos 7, 14 e 21 dias quando
comparado aos grupos controle, cafeina e etanol. Os grupos cafeina e etanol apresentaram

menor numero de ndédulos em relagdo ao controle e em relagdo ao grupo associacao



cafeina/etanol. Este, apresentou nimero de nddulos mineralizados semelhante ao controle.
Conclui-se que a cafeina e o etanol nas doses de 0,3mM e 50mM respectivamente, promovem
reducdo da diferenciacdo osteogénica das células tronco mesenquimais da medula 6ssea o que
ndo foi visto na associacdo cafeina/etanol que apresentou sintese de matriz mineralizada

semelhante ao grupo controle apesar da menor celularidade.

Palavras chave: cafeina, células tronco, diferenciagdo osteogénica, etanol, rato



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the caffeine and ethanol association on
the osteogenic differentiation of bone marrow MSCs from rats. CTM from the bone marrow of
3 Wistar rats at 30 days of age were used. After cultivation in non-differentiation medium and
flow cytometry for phenotypic characterization of the CTM, they were cultured in osteogenic
medium with or without caffeine and ethanol, constituting four experimental groups: 1)
differentiated control, 2) differentiated with addition of 0.3mM of caffeine, 3) differentiated
with the addition of 50mM of ethanol and 4) differentiated with caffeine/ethanol association
(0.3mM caffeine + 50mM ethanol). The conversion of MTT to formazan crystals, alkaline
phosphatase activity by BCIP/NBT method, collagen production by the Sircol red method and
number of cells per field at 7, 14 and 21 days of differentiation were performed. The number
of mineralized nodules per field evaluated by the Von Kossa staining was counted at the 21
days of differentiation. The procedures were approved by the Comité de Etica em
Experimentacdo Animal of UFMG (protocol 119/2016). Data were submitted to ANOVA with
means comparison by SNK test. Differences were considered significant if p<0.05. The groups
treated with caffeine, ethanol, and caffeine/ethanol showed higher MTT conversion at 7 and 14
days compared to the control group. The caffeine ethanol association did not show any
difference when compared to the caffeine group, however, it promoted a lower reduction when
compared to the ethanol group at 14 and 21 days. Alkaline phosphatase activity was lower in
the caffeine group in relation to the control in all periods, differently the ethanol group where
there was no difference. The caffeine/ethanol association promoted greater alkaline
phosphatase activity in relation to the caffeine group at 7 days and a reduction in alkaline
phosphatase activity at 14 and 21 days when compared to the ethanol group. The collagen
synthesis in the caffeine group was lower in relation to the control at 14 and 21 days, and the
ethanol group presented lower synthesis of collagen in relation to the control at 21 days. The
caffeine/ethanol association promoted reduction in collagen synthesis when compared to
caffeine and ethanol groups at 14 days. The percentage of cells in the caffeine group was lower
in relation to the control at 14 and 21 days, and the ethanol group showed a reduction of the
percentage of cells in relation to the control at 7 days. The caffeine/ethanol association
promoted reduction of the percentage of cells at 7, 14 and 21 days when compared to the control,



caffeine and ethanol groups. The caffeine and ethanol groups presented lower numbers of
nodules in relation to the control and in relation to the caffeine/ethanol association group. This
presented a number of mineralized nodules similar to the control. It was concluded that caffeine
and ethanol at doses of 0.3 mM and 50 mM respectively promoted a reduction in osteogenic
differentiation of mesenchymal stem cells from bone marrow, which was not seen in the
caffeine/ethanol association that presented similar mineralized matrix synthesis to the group

control despite the lower cellularity

Key words: caffeine, stem cells, osteogenic differentiation, ethanol, mouse
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INTRODUCAO

O o0sso € um tecido metabolicamente dindmico e sua higidez depende do equilibrio entre os
processos anabolico (aposicdo) e catabolico (reabsorcdo). Sabe-se que varios fatores e
substancias influenciam o metabolismo dsseo (Rubin e Lanyon, 1987; Raisz, 1999; Bland,
2000) podendo causar desequilibrios entre os dois processos promovendo diminui¢do da massa
0ssea 0 que caracteriza as doencas osteopénicas (Serakides, 2016). O processo anabdlico é
dependente ndo soO da atividade osteoblastica, mas também da diferenciacédo das células tronco
mesenquimais (CTM) da medula 6ssea em células osteoprogenitoras (Serakides, 2016). Assim,
qualquer substancia que diminua o potencial de diferenciacdo osteogénica das CTM influencia

diretamente a massa 0ssea devido a reducdo na sintese de ostedide.

Duas substancias ingeridas frequentemente na dieta de grande parte da populacdo humana vém
sendo associadas a doencas osteopénicas em individuos jovens e adultos séo elas a cafeina e 0
etanol (Alghadir et al., 2015).

A cafeina compromete o tecido 6sseo desde sua formacao na vida pré-natal se consumida por
mulheres gestantes até na vida adulta. Essa substancia tem sido muito estudada por ser um
alcaldide natural amplamente consumido por homens e mulheres, inclusive no periodo
gestacional (Dews, 1982; Reissig et al., 2009). Esse composto passa para a prole através da
placenta e do leite (Tyrala e Dodson, 1979) podendo causar alteragfes teratogénicas nos 0ssos
de fetos (Scott, 1983) e alteracdes no crescimento 6sseo endocondral, bem como reducéo da
massa 0ssea em individuos jovens e adultos (Huang et al., 2002; Tan et al., 2012; Reis et al.,
2014). Sabe-se que a cafeina reduz a viabilidade de osteoblastos e aumenta a apoptose dos
mesmos (Lu et al., 2008; Zhou et al., 2010), além de diminuir a sintese protéica e a expressao
de transcritos génicos importantes para a osteogénese como colageno, fosfatase alcalina,
osteopontina, osteocalcina, dentre outros (Tassinari et al., 1991; Zhou et al., 2010). Além disso,
os efeitos negativos da cafeina sobre o 0sso, parecem ser decorrentes também de seu efeito no

aumento da osteoclastogénese, o que promove reducdo da massa 6ssea (Liu et al., 2011).

O etanol é outra substancia amplamente consumida por homens e mulheres por meio do
consumo de bebidas alcoolicas (Neto et al., 2002; Ddrrie et al., 2014). Em individuos adultos,

os efeitos do consumo de etanol sobre o metabolismo 0sseo estdo relacionados ao
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desenvolvimento de osteopenias sendo considerada, no homem, a principal causa de
osteoporose até mesmo comparada ao hipogonadismo masculino (Neto et al., 2002). Acredita-
se que o etanol aja de forma direta e indireta sobre as células 6sseas e cartilaginosas (Day et al.
2002; Snow e Keiver, 2007). Diretamente, sabe-se que ele induz a reabsorcao dssea, através da
ativacdo e proliferacdo de osteoclastos contribuindo para o desenvolvimento de osteopenias
(Cheung et al., 1995). Além disso, promove osteopenia devido a reducdo da atividade
osteoblastica, sendo considerado um fator de risco para fraturas decorrentes da osteoporose
(Spencer et al., 1986; Cheung et al., 1995).

Os efeitos negativos do consumo dessas substancias sobre o metabolismo 6sseo sao
comprovados (Tassinari et al., 1991; Day et al. 2002; Simpson et al., 2005; Snow e Keiver,
2007; Lu et al., 2008; Zhou et al., 2010) porém, os mecanismos pelos quais esses efeitos
ocorrem séo pouco conhecidos. Estudos in vitro ja demonstraram que, tanto a cafeina quanto o
etanol agem de forma dose dependente sobre os osteoblastos e sobre as células tronco
mesenquimais (Friday e Howard, 1991; Klein, 1997; Chen et al., 2011; Reis et al., 2015; Reis
etal., 2016).

As células tronco mesenquimais sdo células precursoras encontradas na medula 6ssea e em
todos os tecidos adultos (Minguell et al., 2000). Sdo células multipotentes capazes de se
diferenciar em diversas linhagens celulares dentre elas, os osteoblastos (Friedenstein et al.,
1974; Minguell et al., 2000). A adicdo de cafeina ou etanol em culturas de CTM inibe a
diferenciacdo osteogénica reduzindo com isso a sintese de matriz (Grisso et al., 1991;
Hernandez-Avila et al., 1991; Tassinari et al., 1991; Kreiger et al., 1992; Zhou et al., 2010). Em
osteoblastos, a adi¢do de etanol em culturas promove efeito toxico para as células (Friday e
Howard, 1991; Klein, 1997; Chen et al., 2011).

Os estudos tém avaliado o efeito isolado de ambas as substancias sobre as células dsseas e sobre
as celulas tronco tentando elucidar os mecanismos pelos quais a cafeina e o etanol agem no
metabolismo 6sseo. Nao ha estudos que avaliaram o efeito da associacao cafeina e etanol sobre
0 potencial osteogénico das células tronco mesenquimais em células osteoprogenitoras. O

estudo da associacdo de ambas as substancias sobre a capacidade de diferenciacdo das CTM
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em células osteoprogenitoras € pertinente uma vez que 0 consumo concomitante de cafeina e

etanol é muito frequente tanto na populacdo em geral quanto em mulheres gestantes.

HIPOTESES

A adicdo isolada de cafeina e etanol nas concentracbes de 0,3mM e 50mM,
respectivamente em culturas de células tronco mesenquimais de ratas promove redugdo

da capacidade de diferenciacdo osteogénica das mesmas.

A associacdo etanol e cafeina potencializa a da diferenciacdo osteogénica de células
tronco mesenquimais de ratas quando comparado ao efeito isolado de cada substancia.

OBJETIVO

Estudar o efeito in vitro do etanol e da cafeina de forma isolada e associada no potencial
de diferenciacdo osteogénica das células tronco mesenquimais de ratas por meio dos
ensaios de conversédo de MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina
pelo método de BCIP/NBT, sintese de colageno pela coloracdo de Sircol red,
porcentagem de células por campo pela coloracdo de HE e sintese de matriz

mineralizada pela coloracdo de VVon Kossa.
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REVISAO DE LITERATURA

Células tronco mesenquimais e diferenciacdo osteogénica

As células tronco mesenquimais também conhecidas como células tronco esqueléticas, células
estromais da medula 6ssea, e ainda células estromais mesenquimais multipotentes (Horwitz et
al., 2005) sdo células indiferenciadas capazes de se auto renovarem (Shenfield et al., 2002), ou
seja, sdo capazes de se multiplicar mantendo o seu estado indiferenciado. A CTM € um tipo de
célula tronco adulta que pode ser facilmente isolada e expandida in vitro (Wolfgang e Ho,
2007). Elas podem ser isoladas, em quantidades variaveis, de diversas fontes como sangue
periférico, figado (Liu et al., 2016), pancreas (Mayhall et al., 2004), vasos sanguineos, coracdo
(Beltrami et al., 2003), sistema nervoso central, pele (Gurevitch et al., 2003; Pombero et al.,
2016), trato gastrointestinal (Presnell et al., 2002), sistema nervoso periférico, cornea, retina
(Grove et al., 2004), musculo esquelético (Jiang et al., 2002), membrana sinovial (Luyten,
2004), sangue do corddo umbilical, placenta (Bobis et al., 2006), tecido adiposo e medula 6ssea
(Murphy et al., 2003), dentre outros. A medula éssea é considerada um dos principais sitios de
CTM devido a maior quantidade e facilidade de obtencdo dessas células (Payushina et al.,
2006).

As CTM sdo ceélulas formadoras de colénias uma vez que apresentam, em cultura,
caracteristicas morfoldgicas semelhantes a fibroblastos (Fridenstein et al., 1974). Elas possuem
capacidade de emitir prolongamentos e secretar matriz extracelular que permitem a sua adeséo
a superficies plasticas (Kraus e Kirker-Head, 2006; Bydlowski et al., 2009; Lin et al., 2013).
De acordo com a International Society for Cellular Therapy, para ser considerada uma célula
tronco mesenquimal, a mesma precisa apresentar caracteristicas de aderéncia seletiva "a
superficie plastica, expressar um conjunto de marcadores de superficie como CD105, CD73 e
CD90 e ndo expressar CD34, CD45, CD14, ou CD11b, CD79, ou CD19 e HLA-DR. Além
disso, a celula precisa ter a capacidade de se diferenciar, quando estimuladas, em células das
linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica (Horwitz et al., 2005; Abdallah et al.,
2008).
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As CTM fornecem células osteoprogenitoras em um processo conhecido como diferenciagdo
osteogénica e os fatores que estimulam esta diferencia¢do tanto in vivo quanto in vitro veém
sendo estudados. Esses fatores sdo sinais celulares internos e externos representados por genes,
substancias secretadas por outras células, pelo contato fisico com as células vizinhas e pelo
microambiente (Iglézias, 2004). In vitro, a diferenciacdo da CTM em células osteoprogenitoras
é dependente do meio de cultura e esté relacionada a adi¢do de substancias importantes para a
sintese e mineralizacdo da matriz dssea (Pittenger et al., 1999; Kraus e Kirker-Head, 2006).
Primeiramente, para o cultivo das células indiferenciadas, utiliza-se 0 meio de cultura basico
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) baixa glicose acrescido de antibioticos,
antimicoticos e 10% de soro fetal bovino (SFB). Para promover a diferenciacdo osteogénica
acrescenta-se a esse meio, dexametasona, 3-glicerofosfato e acido ascorbico. Estas substancias
sdo importantes para a sintese de colageno | (principal componente da matriz representando
90% da mesma), para a expressdao das proteinas ndo colagénicas como osteopontina,
osteocalcina e sialoproteina 6ssea e para a mineralizacdo da matriz. Assim, 0 processo de
diferenciacéo é dividido em trés etapas: 1) proliferacdo, 2) maturacdo da matriz extracelular e
3) mineralizacdo. A dexametasona atua na fase inicial da diferenciacdo (Panetta et al., 2009),
enquanto o P-glicerofosfato e o acido ascorbico em fases mais tardias onde ocorre a
mineralizacdo da matriz extracelular (Bellows et al., 1992; Bruder et al., 1998; Aubin, 2001,
Payushina et al., 2006). O &cido ascorbico € um co-fator na hidroxilacdo dos residuos de lisina
e de prolina do colageno I, aumentando a sintese de proteinas ndo colagénicas da matriz

(Payushina et al., 2006, Tuan et al., 2008) e o B-glicerofosfato age na mineralizagdo da mesma.

Durante o processo de diferenciacdo das células osteoprogenitoras, sdo identificados genes
associados ao estagio proliferativo como c-fos, c-myc (Liu et al., 2003) e c-jun (Stein et al.,
1993), caracterizando a primeira fase da diferenciacao, enquanto na diferenciacdo propriamente
dita ha expressao de genes como colageno I, fosfatase alcalina, osteocalcina, osteopontina e
sialoproteina 6ssea (Liu et al., 2003). Sabe-se que 10% da matriz 6ssea organica consiste de
proteinas ndo colagénicas produzidas por osteoblastos; dentre elas tem-se a osteocalcina,
osteopontina, osteonectina e sialoproteina 0ssea (Roach, 1994). Por estarem presentes nas
periferias das regiGes de matriz Ossea neoformada, acredita-se que a osteopontina e a

sialoproteina dssea sejam importantes iniciadoras do processo de mineralizagdo 6ssea sendo,
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portanto, marcadores precocemente encontrados durante a diferenciagdo osteogénica (Roach,
1994). A sialoproteina 6ssea age como nucleadora dos cristais de hidroxiapatita e a osteopontina
previne a precipitacdo prematura dos cristais de fosfato de calcio na matriz colagénica (Doi et
al., 1992). Ja a osteocalcina e a osteonectina se encontram dispersas no ostedide sendo
consideradas importantes no processo de progresséo da mineralizacdo sendo encontradas mais
tardiamente no processo de diferenciacdo (Roach, 1994). In vitro, a presenga de matriz

mineralizada se da pela formac&o dos nédulos de mineralizacéo.

In vivo, uma vez diferenciadas em osteoblastos, esses sintetizam a matriz 6ssea em um processo
anabolico conhecido como aposicdo. A matriz vai sendo gradativamente reabsorvida pelos
ostedcitos em um processo catabolico denominado reabsorcédo (Serakides, 2016). Este turnover
faz com que o tecido 6sseo seja metabolicamente dindmico e o equilibrio entre os dois
processos, influencia diretamente na massa 6ssea do individuo (Serakides, 2016). Assim,
fatores, condi¢bes ou substancias ingeridas que interfiram direta ou indiretamente na
diferenciacdo das CTM em células osteoprogenitoras ou na aposi¢do e/ou reabsorcao 6sseas
podem influenciar a massa 6ssea de um individuo e causar osteopenias caracterizadas por

reducdo da massa 0ssea.

Duas substancias ingeridas frequentemente na dieta de grande parte da populacdo humana vem
sendo associadas a doengas dsseas em individuos jovens e adultos, sdo elas a cafeina e o etanol
e, estudos in vivo e in vitro tem tentado elucidar os mecanismos pelos quais estas substancias
interferem com o metabolismo 6sseo (Tassinari et al., 1991; Day et al. 2002; Simpson et al.,
2005; Snow e Keiver, 2007; Lu et al., 2008; Zhou et al., 2010; Reis et al., 2015; Reis et al.,
2016).

Cafeina e seus efeitos sobre as células 6sseas e suas precursoras

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € um alcaldide natural, farmacologicamente ativo que esta
presente em café, chas, refrigerantes, energéticos, chocolates, plantas e medicamentos, dentre
outros (Putnam et al., 2007; Heckman et al., 2010; Su et al., 2013) sendo um composto muito
consumido pela populagcdo humana de diversas faixas etarias (Putnam et al., 2007; Su et al.,
2013).
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Apos a ingestdo, a cafeina sofre desmetilacéo, no figado, por meio da citocromo P-450 (CYP)
(Arnaud et al.,, 2011) dando origem aos principais metabdlitos como a teobromina, a
paraxantina e a teofilina e quantidades vestigiais de acido 1,3,7-trimetiltrico (Soares e Fonseca,
2004; Souza e Sichieri, 2005). Em ratos, origina-se predominantemente a teobromina através
da 8-hidroxilagdo, enquanto que em humanos origina-se a paraxantina por meio da 3-N-
desmetilacdo (Eteng et al., 1997, Klebanoff et al., 1999). Em ambas as espécies, a desmetilacéo
é catalisada pela enzima CYP1A2 (Kot e Daniel, 2007; Kot e Daniel, 2008). Devido ao seu
carater lipossoluvel, a cafeina atravessa todas as membranas biologicas incluindo as barreiras
hematoencefélica e a placentaria (Maickel e Snodgrass, 1973), distribuindo-se em todos os
fluidos corporais até mesmo no liquido amniético, sangue do corddo umbilical, plasma e na

urina dos neonatos (Fernandes et al., 1988).

Resumidamente, a acdo da cafeina se deve ao antagonismo dos receptores de adenosina e
rianodina. Os receptores para adenosina sdo expressos em células tronco mesenquimais
(Gharibi et al., 2011) e em células osteoprogenitoras (Evans et al., 2006) e exercem sua acao
via sinalizacdo por AMP ciclico (Carroll et al., 2013). Além disso, a cafeina também promove
a liberacdo de célcio e regula a atividade transcricional do Runx-2 e Sox-9 (Zhou et al., 2009;
Ribeiro e Sebastido, 2010). J& os receptores de rianodina, pouco se sabe sobre o seu
envolvimento nas alteracdes provocadas pela cafeina sobre a osteogénese, mas sabe-se que
esses receptores mediam canais de calcio e esses sdo importantes na remodelacéo 6ssea (Fill e
Copello, 2002). A acdo da cafeina sobre as células pode ser também, por mecanismos indiretos
uma vez que ela modula receptores para vitamina D, glicocorticéides, insulina, estrogeno e
androgeno, glutamato e os receptores adrenérgicos (Shi et al., 1993; Ogata et al., 2000; Rauch
et al., 2010; Egawa et al., 2011; Xu et al., 2012; Melville te al., 2014; Wang et al., 2014).
Entretanto, o real papel desses receptores em modular o efeito da cafeina sobre as células 6sseas
é pouco conhecido.

In vivo, os efeitos da cafeina sobre as células podem ser desencadeados por via direta e/ou
indireta envolvendo o préprio alcaldide ou os produtos de seu metabolismo (Bergman et al.,
1990; Rapuri et al., 2007); diferentemente do in vitro onde os efeitos da cafeina sobre as células
sdo decorrentes do alcaldide. Estudos tém demonstrado os efeitos adversos do consumo de

cafeina sobre varios 6rgdos e sistemas incluindo o sistema esquelético (Cummings et al,. 1995;
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Meyer et al,. 1997; Polikeit et al,. 2004; Putnam et al,. 2007; Su et al,. 2013). No 0sso, a cafeina
é considerada um fator de risco para a osteoporose (Kamagata-Kiyoura et al., 1999) devido ao
seu efeito direto sobre a viabilidade e a atividade de sintese dos osteoblastos (Rapuri et al.,
2007; Lu et al., 2008; Zhou et al., 2010; Choi et al., 2016) e sobre a diferenciacdo das células
precursoras (Liu et al., 2011; Reis et al., 2015). Além disso, este alcaldide é um agente
causador de malformagoes fetais (Scott Jr, 1983; Narod et al., 1991), uma vez que compromete
a sintese de matriz condrogénica e a atividade dos condrécitos na placa de crescimento
comprometendo tanto a formagdo quanto o crescimento 6sseo endocondrais (Reis et al., 2014;
Choi et al., 2016). Entretanto, 0s mecanismos envolvidos nestas altera¢cdes ainda sdo pouco
compreendidos.

Os efeitos da exposicdo a cafeina na formacéo dssea em cultura de osteoblastos expostas a doses
de cafeina 0,1 mM, 0,2 mM ou 0,4 mM apresentou uma diminuicdo, dose dependente, dos
niveis de osteocalcina, a atividade da fosfatase alcalina e os niveis totais de calcio (Su et al.,
2013). Fisiologicamente, alcancar um nivel de cafeina no sangue de 2 mM exigiria 0 consumo

simultaneo de mais de 100 xicaras de café (Bode e Dong, 2006).

Com o objetivo de elucidar o efeito direto da cafeina sobre as células 6sseas, estudos in vitro
com cultura de osteoblastos demonstraram que a adi¢do de cafeina promove efeitos dose-
dependentes. Concentracdes de cafeina menores que 0,4 mM em culturas de osteoblastos ndo
promoveram alteragdes relevantes na atividade das células (Tassinari et al., 1991; Tsuang et al.,
2006; Rapuri et al., 2007; Lu et al., 2008). Em contrapartida, concentraces que variaram de
0,4 mM a 10mM promoveram morte de osteoblastos por apoptose e necrose, além de promover
menor expressdo de Runx-2, fosfatase alcalina, colageno tipo I, osteocalcina e osteopontina
(Tassinari et al., 1991; Tsuang et al., 2006; Rapuri et al., 2007; Lu et al., 2008). Observou-se
também, reducdo na expressao de receptores para vitamina D podendo ser este, um dos
mecanismos in vivo pelos quais a cafeina afeta 0 metabolismo ésseo, uma vez que a vitamina
D participa do metabolismo do calcio (Rapuri et al., 2007). Os efeitos da cafeina sobre o
metabolismo 0sseo podem ser decorrente também do fato dessa substancia modular outros
receptores, expressos tanto em osteoblastos quanto em celulas tronco, como para
glicocorticdides, insulina, estrogeno e androgeno (Costa et al., 2011 ; Sarobo et al., 2012). In

vivo, altas doses de cafeina sobre 0 0sso aumentou o0s niveis plasmaticos de cortisol (Tan et al.,



22

2012 ; Reis et al.,, 2014) e elevou a sensibilidade dos osteoblastos aos glicocorticoides
ocasionando apoptose dos mesmos (Ogawa et al., 2002) uma vez que, culturas de osteoblastos
tratadas com cafeina demonstraram aumento da atividade transcricional dos receptores para

glicocorticéides (Focking et al., 2005).

Sabe-se que outras substancias quando consumidas concomitantemente a cafeina, influenciam
as taxas de depuracdo e de eliminacdo da mesma aumentando ou diminuindo a sua meia agéo

cafeina e etanol atuacdo vida e um deste fatores € o etanol (George et al., 1986).

Comparando os efeitos farmacoldgicos da cafeina e do alcool torna-se evidente que a mistura
alcool e cafeina podem ser uma combinacéo de medicamentosa com efeitos desejados, pois eles
podem compensar mutuamente seus efeitos indesejados. Dessa forma, as propriedades de
excitacdo da cafeina podem neutralizar os efeitos sonogénicos do alcool, enquanto os efeitos
ansioliticos do alcool podem ser neutralizados pelos efeitos ansiogénicos da cafeina. Vale
ressaltar a cafeina promove o consumo voluntario de etanol em ratos machos ( Barré e Brien,
2011)

Etanol e seus efeitos sobre as células dsseas e suas precursoras

O etanol é uma substancia quimica constituida por dois carbonos e um grupo hidroxila cuja
formula quimica é CHsCH,OH (Maurel et al., 2011). E uma substancia amplamente consumida
por homens e mulheres por meio da ingestdo de bebidas alcoolicas. De forma resumida, apds a
ingestdo, o etanol é rapidamente e totalmente absorvido pela corrente sanguinea do tubo
digestivo, principalmente do estbmago e intestino delgado (Barre, 1982; Li e Bosron, 1987).
Sua velocidade de absorcao sera dependente do tipo de bebida consumida, da concentracdo de
etanol, do pH do meio e da presenca ou ndao de alimento. Ja no intestino, a velocidade de
absorcdo independe desses fatores sendo geralmente uma absorcdo rapida e, por ser uma
molécula pequena e sollvel tanto em meio aquoso quanto lipidico, atinge os tecidos sendo

capaz de atravessar as membranas bioldgicas (Jones, 2011; Zelner e Koren, 2013).

De todo o etanol consumido, 90% sera metabolizado no figado e os 10% restantes serdo
eliminados na urina ou no suor (Jones, 2011). No figado, sua metabolizagdo ocorre por reacées

oxidativas catalisadas por enzimas podendo ocorrer por trés vias (Li e Bosron, 1987). A
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primeira via e a mais importante é a catalisada pela enzima citossélica alcool desidrogenase
(ADH) (DiPadova et al., 1987). Ela converte o etanol a acetaldeido que por sua vez, sera
catalisado pela enzima mitocondrial aldeido desidrogenase (ALDH), resultando em acetato e
NADH. Grande parte do acetato deixa o figado e circula para os tecidos periféricos, onde sera
oxidado em Acetil CoA, que entrara no ciclo de Krebs originando diéxido de carbono e agua
(Lee et al., 2006). Sabe-se que existem diferentes isoformas de ADH e ALDH, codificadas por
genes, isso poderia explicar a susceptibilidade individual quanto ao grau de degradacédo do
etanol (Zelner e Koren, 2013). A segunda via de metabolizacdo é a do sistema microssomal
hepético de oxidacdo do etanol (MEOS) por meio da enzima CYP2EL que envolve proteinas
do complexo do citocromo P-450. Nessa via, hd consumo de NADPH e O», produzindo H20 e
radicais livres. Ela oxida cerca de 10 a 20% do etanol ingerido (Deng et al., 2008). A terceira
via € a da catalase encontrada na fracdo peroxisomal utilizada em menor escala quando ha
necessidade de reduzir peroxido de hidrogénio (H20.) e, diferentemente das outras, ndo produz
NADH (Deng et al., 2008).

Nas trés vias, ocorre formacdo de acetaldeido que por ser toxico pode estar envolvido em
desnaturacdo de proteinas, peroxidacdo lipidica e aumento dos radicais livres. Além disso,
interfere na cadeia transportadora de elétrons causando altera¢cBes mitocondriais e inibindo
processos de reparacdo do DNA (Addolorato et al., 1997).

Em individuos adultos, os efeitos do consumo de etanol sobre o metabolismo 0sseo estdo
relacionados ao desenvolvimento de osteopenias sendo considerada, no homem, a principal
causa de osteoporose até mesmo comparada ao hipogonadismo masculino (Neto et al., 2002).
Gong et al., 2004 demonstraram que a massa 6ssea de individuos jovens alcodlatras era
comparavel a de mulheres idosas na menopausa. Sabe-se que o consumo de alcool, promove
osteopenia devido a reducdo da atividade osteoblastica, sendo considerado um fator de risco
para fraturas decorrentes da osteoporose (Spencer et al., 1986; Cheung et al., 1995). Apesar dos
efeitos negativos do etanol sobre 0 metabolismo 6sseo serem comprovados, 0S mecanismos
pelos quais esses efeitos ocorrem séo pouco conhecidos. Acredita-se que o etanol aja de forma
direta e indireta sobre as células éGsseas e cartilaginosas, além de agir sobre as células
osteoprogenitoras derivadas das células tronco mesenquimais. Diretamente, sabe-se que o

etanol induz a reabsorcdo dssea, através da ativacao e proliferacdo de osteoclastos contribuindo
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para o desenvolvimento de osteopenias (Cheung et al., 1995). Dai et al., 2000 demonstraram
que o etanol induz a expressao do gene da IL-6 em linhagem de células estromais da medula
Ossea. Sabe-se que IL-6 tem a capacidade de induzir osteoclastogénese e consequentemente
perda Ossea (Keller et al.,1997). Assim, 0 aumento da osteoclastogénese induzido pelo etanol
pode ser mediado por citocinas devido ao aumento da expressao de IL-6, que por sua vez induz
a expressdo RANKL (Dai et al., 2000).

Além disso, estudos demonstram que o alcool suprime a osteogénese por comprometer o
recrutamento das células da linhagem osteobléstica da medula 6ssea reduzindo com isso a
sintese de matriz (Grisso et al., 1991; Hernandez-Avila et al., 1991; Kreiger et al., 1992).
Estudos in vitro, demonstram também que a adicao de etanol (Friday e Howard, 1991; Klein,
1997; Chen et al., 2011) e acetaldeido em culturas de osteoblastos e em cultura de células da
medula 6ssea promove efeito toxico para as células, diminuindo a sintese de ostedide e a
diferenciacdo em células osteoprogenitoras, respectivamente (Giuliani et al., 1999; Gong e
Wezeman et al., 2004; Chen et al., 2017).

Acredita-se que o etanol possa influenciar indiretamente o0 metabolismo dsseo também por vias
que envolvam agfes hormonais como leptina (Maurel et al., 2011; Ronis et al., 2011),
horménio de crescimento (Turner et al., 2010; Maurel et al., 2011), vitamina D (Griffiths et

al., 1993; Maurel et al., 2011) e os esterdides sexuais (Emanuele e Emanuele, 1997).

A leptina, secretada pelos adipdcitos, € mediadora da relacéo entre o tecido adiposo e 0 0Sso.
Esta envolvida na regulacdo da ingestdo de alimentos e do peso corporal por agir no sistema
nervoso central. Também apresenta efeito anabdlico sobre o0 0sso, estimulando a diferenciacéo
de células tronco em osteoblastos. Pesquisas apontam que o consumo de etanol diminui as
concentracgdes de leptina em homens e ratos (Maurel et al., 2011; Ronis et al., 2011), diminuindo
a osteoblastogénese e aumentando a adipogénese. Cui et al., 2006 utilizando tratamento com
etanol nas concentracdes de 0,09, 0,15 e 0,21 mol/L observou diminuicdo da osteogénese e

aumento da adipogénese na medula 6ssea.

Ja o0 horm6nio do crescimento (GH) é um importante regulador fisiolégico do crescimento
0sseo e desempenha importante papel na regulacdo da remodelacdo Ossea em adultos
(Serakides, 2016). In vitro, osteoblastos e condrocitos tratados com GH aumentam sua
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proliferacdo (Menagh et al., 2010). Muitas das a¢6es do GH nas células sdo mediadas pelo fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), que apresenta sua concentracdo diminuida apos

0 consumo cronico de etanol (Turner et al., 2010; Maurel et et al., 2011).

O consumo crénico de etanol pode levar & diminuicdo nos niveis séricos de vitamina D
resultando em ma absor¢éo de calcio no intestino e levando a baixos niveis de célcio sérico
(Griffiths et al., 1993; Maurel et al., 2011). Como a reabsor¢do 6ssea é fonte de aquisicdo de
calcio, os niveis de vitamina D baixos no alcoolismo podem estar relacionados ao aumento da

reabsorcéo 6ssea comprometendo ainda mais a massa 0ssea (Serakides, 2016).

O consumo elevado de etanol apresenta efeitos supressores no eixo hipotalamico-gonadal em
homens e mulheres (Emanuele e Emanuele, 1997). Mulheres alcodlatras e ratas tratadas com
alcool apresentam niveis de estradiol plasmatico reduzido o que interfere negativamente na
diferenciacdo das células tronco mesenquimais em células osteoprogenitoras, bem como no
aumento da osteoclastogénese e consequentemente perda 6ssea (Martin et al., 2007; Maurel
etal., 2011).

Embora os efeitos negativos da cafeina e do etanol sobre o metabolismo 0sseo sejam
comprovados, 0s mecanismos pelos quais esses efeitos sdo promovidos, sdo pouco
compreendidos. Sabe-se que os efeitos sdo dose e periodo dependentes e que muitos sdo
decorrentes de efeitos diretos e indiretos das substancias e/ou de seus metabolitos. O consumo
da associacdo de cafeina e do etanol é uma constante na populacdo humana incluindo mulheres
gestantes e lactantes, seja pelo consumo de drogas e/ou bebidas que contenham ambas as
substancias. Estudar o efeito isolado e da associacdo é pertinente uma vez que os efeitos
adversos podem acompanhar o individuo por toda a vida além de ser transferido para a

descendéncia por meio da epigenética.
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MATERIAIS E METODOS
O projeto utilizou as bases fisicas e a infraestrutura dos seguintes laboratérios: 1) Nucleo de
Cultivo de Células Tronco e Terapia Celular do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinarias (DCCV) da Escola de Veterinaria da UFMG e 2) Laboratorio de Experimentagédo
Animal do DCCV. As ratas foram provenientes do Biotério Central da UFMG.

Extracao, cultivo e caracterizacdo fenotipica das células tronco mesenguimais

Foram utilizadas células tronco mesenquimais da medula 6ssea de 3 ratas Wistar com 30 dias
de idade provenientes do grupo controle do projeto aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da UFMG (protocolo 119/2016). Em resumo, os fémures e as tibias de
todos os animais foram dissecados dos tecidos musculares e conectivos adjacentes e as epifises
foram retiradas, de forma asséptica. Fragmentos de cartilagem foram imediatamente colhidas
das extremidades distal e proximal destes 0ssos com auxilio de um estereomicroscopio. Para
obtencdo da medula déssea da diafise, os fragmentos 6sseos foram lavados no fluxo laminar. A
medula 0ssea foi lavada com DMEM (Gibco, USA) enriquecido com gentamicina (60ug/L),
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100ug/mL) e anfotericina (25ug/L) (Sigma, USA).
Apbs centrifugacdo por 10 minutos a 1400g do lavabo, as células foram cultivadas em garrafas
T75 contendo DMEM baixa glicose enriquecido com antibidtico e antimicético e 10% de soro
fetal bovino (Sorali, Brasil) em estufa a 37°C e 5% de CO.. Apds 24h as células foram lavadas
com PBS (solugdo tampao de fosfato padrdo) para remocéo das células ndo aderidas. O meio

de cultivo foi trocado duas vezes por semana.
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Figura 1. Colheita das células tronco mesenquimais da medula 6ssea de ratas: Tricotomia e
antissepsia na capela com fluxo laminar (A). Isolamento e dissecgédo dos tecidos musculares e
conectivos adjacentes dos membros posteriores (B). Camadas de cartilagem da articulacéo
fémuro-tibio-patelar e da cabega do fémur colocadas em tubo Falcon contendo meio de cultivo
DMEM (C). Células tronco mesenquimais da medula dssea cultivadas em meio de
indiferenciagéo (D).

Caracterizacao fenotipica das células tronco mesenquimais da medula éssea de ratas

Células cultivadas até a terceira passagem em DMEM foram tripsinizadas e centrifugadas a
1400g por 10 minutos. As células foram ressuspensas em uma concentracio de 1 x 10° células
em PBS 0,15M e transferidas para placas de 96 pocos com anticorpo primario por 30 minutos
a 4°C. As células foram lavadas com PBS 0,15M e incubadas com anticorpo secundario com
conjugado fluorescente (AlexaFluor 488, Molecular Probes, OR, USA) por 30 minutos a 4°C.
As amostras foram analisadas utilizando-se citdbmetro FACScan (Becton Dickinson, NY, USA)
e os dados analisados utilizando Cellquest software Becton Dickinson. Os seguintes anticorpos
primarios foram utilizados: anti-CD45 (clone 69 mouse), anti-CD90 (clone Ox-7 mouse), anti-
CD73 (clone 5 F/B9 mouse) e anti-CD54 (clone 1A29 mouse) (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA).

Cultivo de células tronco mesenquimais da medula éssea em meio osteogénico acrescido ou
ndo de etanol e/ou cafeina
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Apos o cultivo em DMEM e obtencdo de confluéncia de 80 a 90% das células, o meio foi
substituido por meio osteogénico que é enriquecido com vitamina C (50 pg/mL), B
glicerofosfato (10 mM), dexametasona (0,1 uM) e 10% de soro fetal bovino, sendo que as
ceélulas foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO.. Dependendo do tipo de associagéo,
1x10* células foram cultivadas, em sextuplicata, em placas de 24 pocos e 3x10* células em
placas de 6 po¢os com meio osteogénico acrescido ou ndo de etanol e/ou cafeina durante 7, 14
e 21 dias. Os meios foram trocados a cada 2 dias. Foram constituidos quatro grupos
experimentais: 1) controle diferenciado, 2) diferenciado com adicdo de 0,3mM de cafeina, 3)
diferenciado com adi¢cdo de 50mM de etanol e 4) diferenciado com associacao cafeina/etanol
(0,3mM de cafeina +50mM de etanol). Foram realizados os testes de conversdo do MTT em
cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina pelo método BCIP/NBT, producdo de
colageno pelo método do Sircol red e porcentagem de células por campo aos 7, 14 e 21 dias de
diferenciacdo. O numero de nddulos mineralizados por campo avaliados pela coloracéo de VVon
Kossa foi contabilizado aos 21 dias de diferenciacao.

Teste da conversdo do MTT em cristais de formazan

O ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) é um método
colorimétrico quantitativo e qualitativo que mensura o estado oxidativo da mitocondria. As
células viaveis convertem o dimetiltiazol (MTT) em cristais de formazan (insolveis em agua),
através de enzimas presentes nas mitocondrias. Portanto, a quantidade de formazan é

diretamente proporcional ao metabolismo celular (Mosmann, 1983).

Ao término de 7, 14 e 21 dias de diferenciacdo, as células foram submetidas ao teste de
conversdo do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio]} em cristais de
formazan. O meio foi substituido por 210uL de meio osteogénico com ou sem cafeina e etanol
e 170uL de MTT (5mg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A placa foi incubada por 2 horas
em estufa a 37°C e 5% de CO.. Os cristais de formazan foram observados ao microscopio antes
do acréscimo de 210uL de SDS-10% HCI que permaneceu overnight em estufa a 37°C e 5% de

COo.. Posteriormente, 100uL/pogo foram transferidos para placas de 96 pogos para analise na
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leitora de placas com comprimento de onda de 595nm. O teste foi realizado em sextuplicata e
foram calculados a média e desvio padrdo para cada grupo.
Avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina (BCIP/NBT)

A atividadeda fosfatase alcalina (FA) pelas células pode ser medida atraves do ensaio BCIP-
NBT (5-bromo,4-chloro,3-indolylphosphate - nitroblue tetrazolium). BCIP-NBT é usado como
substrato para a enzima fosfatase alcalina. A FA cliva o grupo fosfato do BCIP produzindo uma
coloracdo azulada e um proton, que por sua vez reduz o NBT. A reducdo do NBT produz um

precipitado insoltvel de cor parpura.

Ao término de 7, 14 e 21 dias de diferenciacéo, as células foram lavadas com PBS 0,15M. Em
cada pogo, foram acrescentados 200uL de solucéo de BCIP/NBT (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). As amostras permaneceram 2 horas em estufa a 37°C e 5% de CO». Em seguida foram
adicionados 210uL de solugdo detergente SDS 10% HCI para incubagdo overnigth.
Posteriormente, 100uL/pogo foram transferidos para placas de 96 pocos para anélise na leitora
de placas com comprimento de onda de 595nm. O teste foi realizado em sextuplicata e foram
calculados média e desvio padrao para cada grupo.

Sintese de colageno (Sircol Red)

A dosagem do colageno foi realizada através de marcacdo com SIRCOL Collagen Assay
(Biocolor). O corante (Sirius Red), é anidnico, com grupos de cadeias laterais de acido
sulfonico, que reagem com grupos de cadeias laterais dos aminoacidos presentes no colageno.
Esse corante tem a propriedade de se ligar seletivamente a sequéncia terminal do colageno de
mamiferos, composta por tripeptideos [Gli-X-Y]. Esse ensaio ndo diferencia os tipos de

colageno entre si.

Em cada tempo experimental, as células foram lavadas com PBS 0,15M e fixadas em 2mL de
solucéo de Bouin por 2 horas em estufa 37°C. Em seguida as células foram lavadas em agua
corrente por 15 minutos e incubadas com 2mL/poco da solucédo de Sircol Red (0,6 mg de Sircol
Red em 1 mL de &cido picrico) a 37°C sob agitacdo. Apos a incubacdo, as células foram lavadas
com solucdo de HCI 0,01N para a remogéo do corante ndo ligado e a marcacao para colageno

foi visualizada em microscopio éptico. Em seguida, o colageno foi dissolvido com 300uL de



30

solucdo de NaOH 0,5N por 30 minutos sob agitacdo e a dosagem do colageno foi realizada em
espectofotdmetro a 540nm. O teste foi realizado em sextuplicata e foram calculadas média e o

desvio padrdo para cada grupo.

Determinacao da porcentagem de células/campo

Ao término de 7, 14 e 21 dias de diferenciacdo, as células foram fixadas em paraformoldeido
4% e submetidas a coloracdo por hematoxilina-eosina (Prophet et al., 1992). A porcentagem de
células/campo foi determinada em 8 campos/laminula com objetiva de 10x utilizando uma
graticula, sobreposta a laminula, com 121 pontos. A média e o desvio padrdo foram

determinados em sextuplicata para cada grupo.

Sintese dos nédulos de mineralizacdo pela coloracdo de Von Kossa

Aos 21 dias de cultivo, as células cultivadas em laminulas foram fixadas em paraformoldeido
4% por 24 horas e coradas pelo método de VVon Kossa (Prophet et al., 1992) para avaliacdo do
namero de nddulos mineralizados/campo. Somente os nédulos de coloragdo marrom ou negro
foram quantificados. Foi determinado o nimero de nodulos em 8 campos em objetiva de 10x.

A média e o desvio padrdo foram determinados em sextuplicata para cada grupo.

Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) e para cada variavel foram determinadas a média e o desvio-padrdo. As médias
foram comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK) utilizando o
programa Graphpadlnstat 3.05 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Diferencas foram
consideradas significativas se p < 0,05.
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RESULTADOS

Caracterizacao fenotipica das células tronco mesenquimais da medula éssea de ratas

A caracterizacdo fenotipica das células tronco mesenquimais da medula 6ssea indicou que
96,94% das células ndo apresentaram expressao para CD45. Entretanto houve expressao para
CD73, CD54, e CD90 em 93,99%, 95,10%, e 86,77% das células, respectivamente.

A diferenciacdo osteogénica foi confirmada pela mensuracédo da atividade de fosfatase alcalina,

sintese de colageno e sintese e mineralizacdo da matriz extracelular.

Conversao do MTT em cristais de formazan

Os grupos tratados com cafeina, etanol e associacdo de etanol/cafeina apresentaram menor
conversdo de MTT em formazan aos 7 e 14 dias de diferenciacdo quando comparados ao grupo
controle. Aos 21 dias, somente os grupos cafeina e associacao cafeina/etanol tiveram menor
conversdo de MTT em relagdo ao controle. Em todos os periodos estudados, a associacao
etanol/cafeina ndo apresentou diferenca significativa na conversao do MTT quando comparado
ao grupo cafeina porém, a associacdo promoveu menor conversao quando comparado ao grupo

que recebeu etanol tanto aos 14 dias quanto aos 21 dias de diferenciagao (Fig. 2).

Atividade da fosfatase alcalina (BCIP/NBT)

O grupo tratado com cafeina apresentou menor atividade de fosfatase alcalina quando
comparado ao grupo controle em todos os periodos estudados, diferentemente do grupo que
recebeu etanol onde néo houve diferenca significativa em relagéo ao grupo controle em nenhum
tempo. Ja a associacdo cafeina/etanol promoveu maior atividade de fosfatase alcalina em
relacdo ao grupo cafeina aos 7 e 14 dias. Entretanto, quando comparado ao grupo etanol, a
associacdo cafeina/etanol apresentou reducédo da atividade de fosfatase alcalina aos 14 e 21 dias

e aos 21 dias quando comparado ao controle (Fig. 3).

Sintese de colageno (Sircol Red)

A sintese de colageno observada nos grupo cafeina foi menor em relacdo ao controle aos 14 e

21 dias de diferenciacdo. J& as células que receberam etanol apresentaram menor sintese de
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colageno em relacéo ao controle somente aos 21 dias. A associacdo cafeina/etanol promoveu
reducdo na sintese de coldgeno quando comparada aos grupos cafeina ou etanol somente aos

14 dias (Fig. 4), sendo também menor aos 14 e 21 dias quando comparado ao grupo controle.

Porcentagem de células/campo

O grupo que recebeu cafeina apresentou reducdo da porcentagem de células quando comparado
ao grupo controle aos 14 e 21 dias de diferenciacdo. O grupo etanol demonstrou reducao da
porcentagem de células em relacéo ao controle, somete aos 7 dias. A associacao cafeina + etanol
promoveu reducdo da porcentagem de células aos 7, 14 e 21 dias de diferenciagdo quando
comparado ao grupo controle e aos grupos cafeina e etanol isoladamente (Fig. 5).

Sintese dos nédulos de mineralizacdo

Os grupos cafeina e etanol apresentaram menor nimero de nédulos em relacdo ao controle e
em relacdo ao grupo associacdo cafeina/etanol. Este, apresentou ndmero de nodulos

mineralizados semelhante ao grupo controle (Fig. 6).
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Figura 2. Reducdo do MTT em cristais de formazan (A) e média + desvio padrdo em culturas
de CTM-MO culturas tratadas e ndo tratadas com cafeina (0,3mM), etanol (50mM) e associacao
cafeina (0,3mM) + etanol (50mM) aos 7, 14 e 21 dias de diferenciacdo osteogénica. *p < 0,05

(B).
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Figura 3. Atividade de fosfatase alcalina pelo método de BCIP/NBT (A) média * desvio padréo
em culturas de CTM-MO culturas tratadas e ndo tratadas com cafeina (0,3mM), etanol (50mM)
e associacdo cafeina (0,3mM) + etanol (50mM) aos 7, 14 e 21 dias de diferenciacéo osteogénica.

*p < 0,05 (B).
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Figura 4. Sintese de colageno (média + desvio padrao) pela coloracdo de Sircol red em culturas
de CTM-MO culturas tratadas e ndo tratadas com cafeina (0,3mM), etanol (50mM) e associa¢édo
cafeina (0,3mM) + etanol (50mM) aos 7, 14 e 21 dias de diferenciacdo osteogénica. *p < 0,05.
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Figura 5. Porcentagem de células/campo pela coloragéo de HE (A) e média + desvio padrdo em
culturas de CTM-MO de ratas controle e tratadas com cafeina (0,3mM), etanol (50mM) e
associacao cafeina (0,3mM) + etanol (50mM) aos 7, 14 e 21 dias de diferenciacdo osteogénica.
*p < 0,05 (B).
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Figura 6. Fotomicroscopia do namero de nédulos/campo pela coloracdo de Von Kossa (A grupo
controle, B grupo cafeina, C) grupo etanol e D grupo cafeina + etanol) e média + desvio padrdo
em culturas de CTM-MO de ratas controle e tratadas com cafeina (0,3mM), etanol (50mM) e
associacao cafeina (0,3mM) + etanol (50mM) aos 21 dias de diferenciacdo osteogénica. *p <
0,05 (E).
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DISCUSSAO

A caracterizacdo fenotipica das células antes da diferenciacdo é fundamental para demonstrar
0 grau de pureza da cultura, pois a medula 6ssea pode apresentar CTM, células hematopoéticas
(Bianco et al., 2001; Bobis et al., 2006) e fibroblastos (Ishii et al., 2005). As células
hematopoéticas expressam, dentre outras moléculas, CD45 (Pittenger et al., 1999; Bobis et al.,
2006) que também pode ser expressa em fibroblastos (Ishii et al., 2005b). A molécula CD73
(Bobis et al., 2006) pode ser expressa tanto em fibroblastos quanto em CTM (Ishii et al., 2005a).
Mas as moléculas CD90 (Bobis et al., 2006) e CD54 (Covas et al., 2003; Tocci e Forte, 2003)
expressas em mais de 90% das células deste estudo ndo sdo expressas em fibroblastos e células
hematopoéticas. Além disso, somente as CTM apresentam capacidade de diferenciacdo
osteogénica (Bobis et al., 2006; Payushina et al., 2006) que foi comprovada pela sintese de

matriz mineralizada.

O ensaio de conversdo de MTT em cristais de formazan € um método colorimétrico,
guantitativo que envolve a habilidade de enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias
de células viaveis em converter o MTT em cristais de formazan (Mossmann, 1983).
Considerando que o ensaio de MTT é dependente do metabolismo mitocondrial (Mossmann,
1983), esse ensaio reflete o estado funcional da cadeira respiratéria. O grupo tratado com
cafeina apresentou menor conversdao de MTT em formazan em todos os periodos estudados.
Trés hipoteses podem ser apontadas para explicar esse resultado: a primeira é que as CTM dos
animais tratados com cafeina tém sua viabilidade diminuida quando cultivadas em meio de
diferenciacdo osteogénico, a segunda seria a diminuicdo da atividade enzimatica mitocondrial
e a terceira, maior diferenciacdo das CTM em osteoblastos. A primeira hip6tese ganha forca
uma vez que a porcentagem de células por campo foi significativamente menor nesse grupo
quando comparado ao controle aos 14 e 21 dias de diferenciagdo. Essa reducéo da porcentagem
de células pode ter sido decorrente do efeito da cafeina em promover apoptose e/ou necrose.
Estudos demonstraram que a adi¢do de cafeina em culturas de osteoblastos promoveu ativagdo
irreversivel da cascata de morte celular dependente de mitocdndrias por necrose e/ou apoptose
(Tassinari et al., 1996; Tsuang et al., 2006; Lu et al., 2008). A segunda e terceira hipoOteses
podem ser refutadas, pois embora espera-se que com o avancar da diferenciacdo ocorra

maturacdo celular e com isso haja diminuicdo da atividade mitocondrial, os outros parametros
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de diferenciacdo osteogénica como atividade de fosfatase alcalina, sintese de colageno e
producdo de matriz mineralizada foram significativamente menores o que demonstra que a
cafeina promoveu reducdo do namero de células e menor diferenciacéo osteogénica das CTM.
Sabe-se que o efeito da cafeina sobre a cultura de osteoblastos (Reis et al., 2015) e de células
tronco mesenquimais € dose e periodo dependentes (Reis et al., 2016) assim como os efeitos
sdo variados em se tratando de estudos in vivo e in vitro. In vitro, efeitos benéficos da cafeina
sobre a diferenciacdo osteogénica das células tronco mesenquimais foram descritos com a
utilizacdo de baixas concentracdes da substancia (0,1mM) que promoveu aumento da atividade
de fosfatase alcalina e da expressdo de transcritos génicos para osteocalcina, osteopontina,
RUNX-2 além de aumentar a sintese de matriz mineralizada. Enquanto, doses iguais ou
superiores de 0,3mM suprimiram a diferenciacdo (Su et al., 2013), semelhante ao que foi
observado no presente estudo. Os estudos in vitro, por promoverem um microambiente, se
limitam a avaliacdo do efeito direto da substancia sobre a célula ndo permitindo avaliar os
efeitos de seus metabolitos e da relagdo intrinseca e extrinseca com outros fatores presentes in
vivo. A menor atividade de fosfatase alcalina observada no grupo cafeina ja aos 7 dias de cultivo
em meio osteogénico, indica que a cafeina age precocemente no processo de diferenciacao
osteogénica uma vez que essa enzima, € um marcador precoce da diferenciacao (Bruder et al.,
1998). A menor sintese de nédulos mineralizados neste grupo quando comparado ao controle,
foi decorrente ndo s6 da menor porcentagem de células por campo, mas da menor sintese de
colageno. O colageno constitui 90% da matriz ostedide sendo a restante construida pelas
proteinas ndo colagénicas como osteocalcina, osteopontina e sialoproteina Gssea que sao
esséncias para a mineralizagcdo da matriz (Tsuang et al., 2006; Moioli et al., 2007). Embora a
expressdo das proteinas ndo colagénicas ndo tenham sido avaliadas no presente estudo, outros
pesquisadores ja demonstraram o efeito negativo da cafeina sobre a expressao das mesmas (Su
et al., 2013) o que pode ter contribuido para a menor sintese de nddulos mineralizados

observada no presente estudo.

Ja os efeitos da adi¢é@o de etanol na dose de 50mM na cultura promoveu efeitos interessantes.
O etanol promoveu menor conversdao de MTT em formazan em relacdo ao controle, somente
no inicio da diferenciacdo, ou seja, aos 7 e 14 dias. Interessantemente, o etanol ndo apresentou

efeito citotdxico quando se avalia a porcentagem de células por campo uma vez que esta foi
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semelhante ao grupo controle aos 14 e 21 dias de diferenciacdo. Sendo assim, a menor sintese
de coladgeno, menor conversdao de MTT e menor numero de nddulos mineralizados, ndo foram
decorrentes da diminuicdo do nimero de células o que nos permite inferir que a adi¢ao de etanol
na concentracao deste estudo promoveu reducdo do potencial de diferenciacdo osteogénico das
células tronco mesenquimais sendo estes, um dos possiveis mecanismos envolvidos na
ocorréncia de osteopenias e individuos adultos que consomem esta substancias em doses e

periodos prolongados da vida.

Interessantemente, os efeitos negativos observados nos grupos que receberam cafeina e etanol
separadamente, ndo foram observados no grupo com associagdo de ambas as substancias. Neste
grupo, a porcentagem de células em todos os periodos foi menor em relagcdo ndo somente ao
controle mas também em relacdo aos grupos cafeina e etanol. Este resultado pode explicar
porque os resultados dos testes colorimétricos que sdo dependentes do niumero de células da
cultura como conversdo do MTT, atividade de fosfatase alcalina e sintese de colageno também
foram menores em relagdo ao controle e aos grupos cafeina e etanol. A menor porcentagem de
células observada no grupo associacdo cafeina e etanol provavelmente nao foi decorrente de
efeito citotoxico como postulamos nos grupos cafeina e etanol. 1sso porque a associa¢édo cafeina
e etanol, apesar de ter ocasionado menor porcentagem de células, promoveu maior nimero de
nddulos mineralizados por campo quando comparado aos grupos cafeina e etanol sendo este
namero semelhante ao grupo controle. Estes resultados sugerem que a associacdo cafeina e
etanol promoveu a diminuicdo da porcentagem de células devido ndo a um efeito citotoxico e
sim da diminui¢do da proliferacdo celular. Sabe-se que com o avancar do processo de
diferenciacdo das células, a taxa de proliferacdo diminui e ocorre aumento da expressao de
fatores ligados a célula diferenciada (Owen et al., 1990; Ruijtenberg e Sander, 2016) que no
presente estudo fica evidente pelo maior nimero de ndédulos mineralizados mesmo com menor

porcentagem de células na cultura.

In vivo no processo de envelhecimento, a perda 0ssea € causada ndo apenas pelo aumento da
atividade de reabsorcdo 6ssea, mas também por um desbalango da populacéo celular devido a
alteracdes na proliferacdo das CTM e diferenciacdo em osteoblastos em detrimento a populagéo

de células das linhagens adpogénica. Isso, leva a uma diminuicdo da capacidade de auto-
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renovacao e consequentemente leva a um desequilibrio no tecido dsseo entre a massa 0ssea e 0
tecido adiposo. Ja in vitro, a diminuigdo da sintese de ostedide e a diferenciacdo em células
osteoprogenitoras (Chen et al., 2017) é evidente apenas pela diminuicdo da atividade da

fosfatase alcalina e a mineralizacdo (Su et al., 2013).

Com base na metodologia aplicada neste estudo, ndo foi possivel esclarecer os mecanismos
pelos quais a associacdo cafeina e etanol promoveu efeito contrario ao observado nos grupos
que receberam cafeina e etanol separadamente. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para

desvendar esses resultados.

CONCLUSAO

A adicdo de cafeina na concentracdo de 0,3mM ou de etanol na concentracdo de 50 mM em
culturas de CTM da medula 6ssea de ratas diminui o potencial de diferenciacdo osteogénico
das mesmas e que a associacao cafeina (0,3mM)e etanol (50 mM) reduz a porcentagem de
células por campo, a conversdo de MTT, atividade da fosfatase alcalina em pelo menos um
dos periodos, sem alterar a sintese de matriz mineralizada em comparacdo ao controle. Ndo
h& na associacdo cafeina/etanol potencializacdo da reducdo da diferenciacdo osteogénica
evidenciada pela cafeina ou pelo etanol.

promove aumento do potencial osteogénico das CTM resultado caracterizado pela maior
sintese de matriz mineralizada (n6dulos de mineralizacdo) mesmo com menor porcentagem
de celulas na cultura.
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