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Rabelo RL. Citotoxicidade e efeito indutor de mineralização de flavonoides sobre 

células osteoblásticas. [Dissertação]. Araçatuba: Universidade Estadual Paulista; 2021. 

 

Resumo Geral 

A perda óssea dentária e a formação de lesões periapicais surgem como uma 

consequência do desequilíbrio da homeostase óssea. Os osteoblastos, juntamente com 

os osteoclastos e osteócitos, atuam na formação e na reabsorção óssea. Vários 

marcadores de formação óssea são produzidos por osteoblastos ativos e refletem 

diferentes aspectos da diferenciação osteoblástica e da remodelação óssea. Com isso, 

muitos autores têm explorado o uso de fitoterápicos, visando obter novos compostos 

que apresentem propriedades terapêuticas, como os flavonoides, e que estimulem a 

neoformação óssea e o reparo da região periapical. O objetivo deste estudo foi avaliar 

in vitro a citotoxicidade e efeito indutor de mineralização de flavonoides sobre células 

osteoblásticas humanas. Para isso, células osteoblásticas da linhagem Saos-2 foram 

expostas aos seguintes flavonoides: quercetina, miricetina e seus derivados taxifolina, 

isoquercitrina, rutina, ampelopsina e EGCG, além de pinocembrina, crisina e canferol, 

de forma isolada e combinada. Foi avaliado o efeito citotóxico, a atividade de fosfatase 

alcalina e indução de nódulos de mineralização. Os resultados foram analisados pelo 

método de Shapiro-Wilk, e as variáveis foram submetidas à análise de ANOVA seguida 

pelo teste de Tukey para comparar entre os grupos e/ou concentrações ou teste de 

Dunnett para comparar entre cada grupo e o controle, com nível de significância de 5%. 

A viabilidade da cultura de osteoblastos não teve uma redução estatisticamente 

significativa na presença da maioria dos compostos, exceto crisina a 100µM. Taxifolina, 

isoquercitrina, rutina, ampelopsina e EGCG foram os compostos que estimularam 

significativamente a atividade da fosfatase alcalina, juntamente com as combinações 

taxifolina+isoquercitrina, taxifolina+ampelopsina e taxifolina+rutina a 25/25 µM. 

Quanto a formação de nódulos de mineralização, ampelopsina, isoquercitrina, rutina, 

pinocembrina e miricetina isolados e taxifolina+isoquercitrina, taxifolina+ampelopsina 

e taxifolina+rutina combinados obtiveram os melhores resultados, variando de acordo 

com as concentrações. Conclui-se que a taxifolina, isoquercitrina, rutina e ampelopsina 
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e combinações de taxifolina com esses flavonoides são citocompatíveis e apresentam 

efeito indutor de mineralização em osteoblastos Saos-2. 

Palavras-chave: Flavonoides; Osteoblastos; Periodontite periapical; Calcificação 

fisiológica. 
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Rabelo RL. Cytotoxicity and inducing effect of mineralization of flavonoids on 

osteoblastic cells. [Dissertação]. Araçatuba: Universidade Estadual Paulista; 2021. 

 

General Abstract 

 

Dental bone loss and the formation of periapical lesions arise as a consequence of 

imbalance of bone homeostasis. Osteoblasts, together with osteoclasts and osteocytes, 

act in bone formation and resorption. Several markers of bone formation are produced 

by active osteoblasts and reflect different aspects of osteoblastic differentiation and 

bone remodeling. Thus, many authors have explored the use of phytotherapics in order 

to obtain new compounds with therapeutic properties, such as flavonoids, and also 

stimulate bone neoformation and periapical region repair. The objective of this study 

was to evaluate in vitro the cytotoxicity and inducing effect of flavonoid mineralization 

on human osteoblastic cells. For this, osteoblastic cells of the Saos-2 lineage were 

exposed to the following flavonoids: quercetin, myricetin and its derivatives taxifoline, 

isoquercitrin, rutin, ampelopsin and EGCG, in addition to pinocembrin, chrysin and 

kaempferol, in an isolated and combined manner. The cytotoxic effect, the activity of 

alkaline phosphatase and the induction of mineralization nodules were evaluated. The 

results were analyzed using the Shapiro-Wilk method, and the variables were submitted 

to ANOVA analysis followed by the Tukey test to compare between groups and/or 

concentrations or Dunnett's test to compare between each group and the control, with 

a level of 5% significance. The viability of the osteoblast culture did not have a 

statistically significant reduction in the presence of most compounds, except 100 µM 

chrysin. Taxifoline, isoquercitrin, rutin, ampelopsin and EGCG were the compounds that 

significantly stimulated the activity of alkaline phosphatase, together with the 

combinations taxifoline+isoquercitrin, taxifoline+ampelopsin and taxifoline+rutin at 

25/25 µM. As for the formation of mineralization nodules, ampelopsin, isoquercitrin, 

rutin, pinocembrin and myricetin alone and taxifoline+isoquercitrin, 

taxifoline+ampelopsin and taxifoline+rutin combined obtained the best results, varying 

according to the concentrations. It is concluded that taxifoline, isoquercitrin, rutin and 
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ampelopsin and combinations of taxifoline with these flavonoids are cytocompatible 

and have a mineralization-inducing effect on Saos-2 osteoblasts. 

 
Keywords: Flavonoids; Osteoblasts; Periapical Periodontitis; Physiologic Calcification. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A periodontite apical ou perirradicular é um processo inflamatório crônico 

que se desenvolve ao redor do ápice dental, seja em dentes decíduos ou permanentes, 

desencadeado pela invasão bacteriana mais comumente oriunda da polpa afetada pela 

lesão de cárie (Siqueira & Roças, 2007). Além do efeito prejudicial direto de produtos 

bacterianos, a resposta inflamatória imune ativa na região gera uma cascata de 

sinalização intracelular, envolvendo a produção de citocinas inflamatórias, como TNF-α, 

IL-1 e IL-6, que estão relacionadas à migração de células inflamatórias e 

osteoclastogênese (Bahuguna et al., 2016; Krum et al., 2010). Todo esse processo 

culmina no rompimento da homeostase óssea e a suprarregulação dos fatores de 

reabsorção com consequente perda óssea e formação de lesões periapicais (Siqueira & 

Roças, 2007).  

Os osteoblastos são o principal componente celular dos tecidos periapicais 

e, juntamente com os osteoclastos e osteócitos, medeiam a formação e reabsorção 

óssea (Karygianni et al., 2012; Seibel, 2005). Vários marcadores de formação óssea são 

produzidos por osteoblastos ativos e refletem diferentes aspectos da diferenciação 

osteoblástica e remodelação óssea. Marcadores do metabolismo ósseo fornecem 

informações dinâmicas sobre o turnover do tecido ósseo. A fosfatase alcalina é uma 

ectoenzima ancorada na superfície celular dos osteoblastos, capaz de liberar grupos 

fosfato para participação na formação e mineralização do tecido osteóide. O colágeno é 

sintetizado pelos osteoblastos na forma de pré-propeptídeos. Após a secreção no 

espaço extracelular, eles são clivados pelas colagenases e liberados na circulação e são 

considerados uma medida quantitativa do colágeno tipo I recém-formado (Seibel, 

2005). Uma variedade de proteínas não colagenosas, tais como osteopontina e 

osteocalcina, presentes em abundância na matriz óssea, apresentam diversas funções 

na diferenciação osteoblástica e mineralização óssea. Vários fatores são necessários 

para a ocorrência de cicatrização periapical, como a eliminação da infecção pulpar, o 

controle da resposta inflamatória e a indução da mineralização (Holland et al., 2017). 

Muitos autores têm explorado o uso de fitoquímicos, visando obter novos 

compostos que apresentem múltiplas propriedades terapêuticas. Flavonoides 

constituem as classes mais importantes de polifenóis, com mais de 5000 compostos já 
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descritos na literatura (Pietta, 2000; Tripoli et al., 2007). Estão presentes em pequenas 

quantidades em frutas e vegetais, geralmente como metabólitos secundários e 

apresentam papel importante para defesa das plantas contra agentes externos. Estudos 

têm apontado diversas propriedades farmacológicas dos polifenóis, como ação 

antimicrobiana, antioxidante, osteogênica e antiosteoclastogênica (Pietta, 2000; Tripoli 

et al., 2007; Pilsakova et al., 2010).  Eles apresentam uma estrutura comum (flavona), 

sendo constituídos por um núcleo 2-phenyl-1,4-benzopyrone com dois anéis aromáticos 

(A e B) unidos por três carbonos que formam um anel heterocíclico, denominado de anel 

C. De acordo com as variações no anel C, os flavonoides são divididos em: flavonas, 

flavonóis, flavanonas, flavanonol, flavanóis (ou catequinas), antocianidinas e chalconas 

(Cushnie e Lamb, 2005).  

Entre os representantes do grupo dos flavonóis destacam-se a quercetina e 

miricetina. A quercetina (2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-cromen-4-ona), 

membro da classe dos flavonóis, contém cinco grupos hidroxila nas posições 3, 5, 7, 30, 

40 e um grupo carbonila na quarta posição (Mittal et al., 2014). Dentre os flavonoides, 

é que mais está presente na dieta humana, variando seu consumo diário entre 50 e 

500mg (Deschner et al., 1991), e representando 95% do total dos flavonoides ingeridos 

(Nijveldt et al., 2001). Exemplos de alimentos ricos em quercetina são as cebolas, maçãs, 

chá e vinho tinto (Russo et al., 2012). A quercetina é considerada um forte antioxidante 

devido à sua capacidade de eliminar os radicais livres, provinda da presença de dois 

farmacóforos antioxidantes (grupo catecol no anel B e o grupo OH na posição 3 do anel 

A) (Heijnen et al., 2002), e de se ligar a íons de metal de transição (de Souza et al., 2004). 

Alguns estudos mostraram que quercetina inibe três aspectos da função de neutrófilos 

humanos in vitro, que são considerados por contribuir para o processo inflamatório: a 

liberação de enzimas lisossomais, a resposta à quimiotaxia e a produção de radicais 

livres (Tijburg et al., 1997; Rao et al., 2005). Em relação à sua ação antimicrobiana, no 

estudo de Jaisinghani et al. (2017), a quercetina teve concentração inibitória mínima 

para Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa na concentração de 20 µg/mL 

enquanto Proteus vulgaris e Escherichia coli foram inibidos nas concentrações de 300 

µg/mL e 400 µg/mL, respectivamente. Estudo mostrou que quercetina causa um 

aumento na permeabilidade da membrana bacteriana e uma dissipação do potencial de 

membrana bacteriana (Mirzoeva et al., 1997). Adicionalmente, pesquisadores têm 
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investigado o seu efeito na mineralização, tanto óssea quanto dentinária, uma vez que 

conseguiu promover a proliferação e diferenciação de células tronco mesenquimais de 

medula óssea de ratos em osteoblastos (Srivastava et al., 2013), induzir a diferenciação 

de células da polpa dentária humana e expressão gênica de DSPP (sialofosfoproteinase 

da dentina), uma proteína específica de odontoblastos, sugerindo atividade 

dentinogênica, além de atividade de ALP (fosfatase alcalina) (Kim et al., 2013), promover 

proliferação e diferenciação osteogênica e angiogênica em células tronco da medula 

óssea de ratos (Zhou et al., 2015).  

A miricetina (3,5,7-trihidroxi-2-(3,4,5-trihidroxifenil)-4-cromenona) é um 

flavonol que contém hidroxilas nas posições dos carbonos 3, 5, 7, 3', 4' e 5' 

(Wollenweber, 1982). Encontra-se presente em diversos vegetais, bagas e frutas, chás e 

vinho tinto, principalmente na forma de glicosídeos, ao invés de agliconas livres 

(Canada, 1990; Koeppen e Herrmann, 1977). Atividades antimicrobianas, antiviróticas, 

antitrombóticas, e, antiateroscleróticas, bem como efeitos antioxidantes e pró-

oxidantes foram relatados para a miricetina (Ong e Khoo, 1997). A miricetina exerce 

efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores, como evidenciado na supressão da 

síntese de TNF-α, IL-6 e IL-12 por células dendríticas estimuladas por LPS e macrófagos 

(Ko, 2012; Fu et al., 2013); na redução da secreção de citocinas e histaminas pró-

inflamatórias por mastócitos (Park et al., 2008) e no aumento da produção de IL-10 anti-

inflamatória por macrófagos (Ferreira et al., 2013). A inibição do fator nuclear de 

transcrição NF-kB também está intimamente relacionada ao seu efeito anti-inflamatório 

(Park et al., 2008; Ko, 2012; Fu et al., 2013). Cai e Wu (1996) mostraram que a miricetina 

apresentou efeito inibitório contra patógenos periodontais gram-negativos como 

Porphyromonas gingivali e Prevotella intermedia em baixa concentração (20µg/mL). 

Além disso, a miricetina também promoveu um efeito estimulatório na diferenciação 

celular em osteoblastos humanos, aumento na atividade da ALP e produção de 

osteocalcina (Hsu et al., 2007; Kuo et al., 2005), síntese de colágeno tipo I e 

mineralização óssea (Hsu et al., 2007). A miricetina também foi capaz de estimular a 

diferenciação osteogênica em células tronco da medula óssea, aumentando a atividade 

da ALP e mineralização óssea (Ying et al., 2014).   

Derivados da quercetina que têm apresentado amplo potencial terapêutico 

são a taxifolina (tax), isoquercitrina (iso) e a rutina (rut). A taxifolina (ou 
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dihidroxiquercetina - (2R,3R)-2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-tri-hidroxi-2,3-di-

hidrocromen-4-ona;) é um tipo de flavanonol que é amplamente distribuída nas cascas 

do gênero Pinus ou Larix, em sementes do gênero Silybum e encontrado em frutas, 

especialmente laranjas, uvas e toranjas (Weidmann et al., 2012). Difere da quercetina 

somente por apresentar ligação simples nos C2-C3 do anel C, ao invés de dupla ligação 

como a quercetina.  Taxifolina tem apresentado ampla ação terapêutica, entre as quais, 

atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (Jeong 

et al. 2009), Acinetobacter hemolyticus (Chatzopoulou et al., 2010) e atividade 

antifúngica (Kanwal et al., 2010). Sobre o efeito anti-inflamatório da taxifolina, estudo 

avaliando a silimarina, um importante composto já licenciado, que apresenta em sua 

composição, a taxifolina, mostrou inibição de TNF-α e NF-κB e a produção de citocinas 

inflamatórias por células-T (Wagoner et al., 2010). Satué e colaboradores (2013) 

observaram que osteoblastos tratados com o flavonoide taxifolina secretaram um nível 

maior de osteocalcina quando comparados aos controles. Além disso, baixas doses de 

taxifolina e quercitrina, derivado da quercetina, diminuíram a expressão do gene RANKL 

em osteoblastos, sugerindo uma inibição na formação de osteoclastos.  

Os derivados isoquercitrina e a rutina diferem da quercetina somente pela 

presença de um ou dois grupamentos glicosídicos ligados ao anel C. Esses compostos 

têm mostrado em estudos in vitro e in vivo potenciais atividades antioxidante, anti-

inflamatória, antialérgica e antiproliferativa, entre outras (Ganeshpurkar e Saluja; 2017; 

Wang et al., 2013). A rutina (quercetina-3-O-rutinoside) é um flavonol abundantemente 

encontrado em plantas como passiflora, trigo sarraceno, chás e maçã. Em revisão de 

Ganeshpurkar e Saluja (2017), o efeito inibitório da rutina foi relatado contra diversas 

espécies bacterianas como Escherichia coli, Shigella sonnei, Klebsiella sp., Pseudomonas 

aeruginosa, Bacillus subtilis, entre outros. A rutina também suprimiu a atividade de 

citocinas inflamatórias, por meio da redução de TNF-α e IL-1β em micróglias (Wang et 

al., 2012). No estudo de Srivastava e colaboradores (2013), a quercetina e a rutina 

induziram a diferenciação de osteoblastos em células estaminais mesenquimais isoladas 

da medula óssea de camundongos. A isoquercitrina (quercetin 3-O-beta-D-

glucofuranoside) é um dos compostos bioativos da planta medicinal erva de São João 

(Hypericum perforatum L) sendo encontrada também em frutas, vegetais, cereais e 

várias bebidas derivadas como chás e vinhos. Juntamente com o polifosfato, um 
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polímero inorgânico natural, a isoquercitrina aumentou a capacidade de mineralização 

de células Saos-2, semelhantes a osteoblastos humanos (Wang et al., 2014).  

Dois importantes derivados da miricetina são a ampelopsina (amp) e a 

epigalocatequina galato (EGCG). A ampelopsina (2,3-dihidrocromen-4-ona), também 

conhecida como dihidroximiricetina, é um tipo de flavanonol, proveniente da planta 

Ampelopsis grossedentata (Weng et al., 2017). Difere da miricetina por apresentar a 

ligação simples nos carbonos C2-C3 no anel C, ao invés de dupla ligação como a 

miricetina. Numerosos estudos têm revelado que ampelopsina apresenta muitas 

atividades biológicas, tais como anticâncer, antioxidante, antimicrobiana, entre outras. 

Estudo relatou que ampelopsina suprimiu a resposta inflamatória aguda induzida por 

LPS, por meio do bloqueio do fator de NF-κB em macrófagos (Qi et al., 2013). Também 

reduziu a produção de óxido nítrico e prostaglandina E₂, a expressão de iNOS e COX-2 

em níveis de RNAm e proteína, além de citocinas como IL-1β, IL-6 e TNF-α em células de 

micróglia (Weng et al., 2017). Zhang et al. (2016) demostraram que a ampelopsina (0,1-

50 μM) não exibiu nenhum efeito citotóxico na proliferação, mas aumentou a atividade 

da fosfatase alcalina, expressão gênica específica de osteoblastos e deposição mineral. 

O EGCG (((-)-cis-3,3′,4′,5,5′,7-hexahidroxi-flavano-3-galato, 

epigalocatequina galato) possui esqueleto químico semelhante a miricetina nos anéis A 

e B, porém apresenta diferenças no anel C que conferem sua classificação como flavanol 

ou catequina. Essas diferenças são na ligação simples nos carbonos C2-C3, um H no C4 

e um grupamento galato ligado ao anel C. O EGCG tem sido apontado como um 

flavonoide promissor na prevenção e tratamento de câncer, doenças cardiovasculares, 

diabetes, doenças neurodegenerativas, entre outras (Huo et al., 2008). Além dessas 

aplicações, também apresentou atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis, 

tanto em células planctônicas como em biofilme, em baixas concentrações (Lee et al., 

2015) e alguns periodontopatógenos (Shahzad et al., 2015). Com relação ao potencial 

de mineralização óssea do EGCG, observou-se um efeito estimulatório (5µM) de células 

tronco mesequimais derivadas de medula óssea humana em osteoblastos, através do 

aumento da atividade da ALP, expressão de genes de osteoblastos e formação de 

nódulos de mineralização (Jin et al., 2014). Entretanto, em altas concentrações, o EGCG 

pode resultar em efeitos negativos em células derivadas do osso alveolar de humanos, 

já em concentrações mais baixas pode estimular a atividade de osteoblastos (Mah et al., 
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2014). O EGCG também é capaz de atuar como um modulador anti-inflamatório em 

polpas inflamadas, inibindo a expressão de VEGF e COX-2 em células da polpa dentária 

(Nakanishi et al., 2015), a expressão de citocinas pró-inflamatórias e de moléculas de 

adesão (Nakanishi et al., 2010).   

Dois compostos encontrados na própolis, substância resinosa produzida por 

abelhas, são a crisina, da classe das flavonas, e a pinocembrina, uma flavanona 

(Asawahame et al., 2014). A crisina apresenta destaque por suas propriedades 

antimicrobianas e indutoras de diferenciação celular. Esse composto induziu a 

diferenciação osteogênica na ausência de outros agentes osteogênicos de pré-

osteoblastos MC3T3-E1. Também promoveu a expressão de fatores de transcrição e 

marcadores de formação óssea como colágeno tipo 1, osteocalcina e osteopontina, bem 

como aumentou a formação de nódulos mineralizados (Zeng et al., 2013). A 

pinocembrina exibiu um aumento na atividade da fosfatase alcalina e na formação de 

nódulos de mineralização em osteoblastos MC3T3-E1, além de aumentar a expressão 

de mRNA dos genes ALP e osteocalcina (Natsume et al., 2020). 

Outro composto da classe dos flavonóis é o canferol, que se encontra 

principalmente na composição de maçãs, brócolis, morangos, feijões e chá (Somerset 

and Johannot, 2008). O canferol é conhecido por ser um importante anti-inflamatório 

natural, além de auxiliar no tratamento do câncer, doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas (Devi et al., 2005). Guo et al. (2012) observaram que o canferol 

promoveu diferenciação osteogênica em osteoblastos de ratos. Em células humanas, o 

tratamento com canferol apresentou aumento na atividade da ALP, bem como mostrou 

efeito estimulatório na atividade de osteoblastos e efeito inibitório em osteoclastos 

(Prouillet et al., 2004; Yang et al., 2010). 

Diante do que foi exposto, busca-se então encontrar o flavonoide ou a 

combinação deles que tenha tanto propriedades antimicrobianas quanto osteogênicas 

e que possa ser usado no tratamento de periodontite apical, promovendo assim a 

desinfecção dos canais radiculares e a regeneração tecidual natural. 
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2 OBJETIVO 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a citotoxicidade e efeito indutor 

de mineralização dos flavonoides quercetina, miricetina e seus derivados taxifolina, 

isoquercitrina, rutina, ampelopsina e EGCG, além de pinocembrina, crisina e canferol 

sobre células osteoblásticas humanas.  
 

Hipóteses 

Hipóteses alternativas (H1) 

1) Os flavonoides, isolados ou combinados, não apresentarão citotoxicidade. 

2) Os flavonoides, isolados ou combinados, irão induzir a atividade de fosfatase alcalina 

e a formação de nódulos de mineralização. 
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3 Material e Métodos 

3.1 Delineamento do estudo - Flavonoides e controles 

Os seguintes flavonoides foram avaliados neste estudo: Quercetina 

(#Q4951), Miricetina (#M6760), Taxifolina (#78666), Isoquercitrina (#17793), Rutina 

(#R5143), Ampelopsina (SM10295), EGCG (#E4143), Pinocembrina (#P5239), Crisina 

(#95082) e Canferol (#K0133) que foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO/ USA). Os flavonoides quercetina e miricetina foram selecionados baseado no seu 

amplo potencial terapêutico. Em seguida, foram selecionados derivados desses 

flavonoides com o intuito de permitir um estudo da relação estrutura-atividade (REA) 

com vistas para o futuro planejamento de análogos sintéticos baseados nas melhores 

características dos naturais. As soluções estoques dos flavonoides foram preparadas e 

congeladas em dimetilsulfoxico (DMSO). Como controles, foram utilizados o hidróxido 

de cálcio PA (HC) (Biodinâmica, Ibiporã – PR/BR) dissolvido em solução salina (a 

1mg/mL), meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) contendo DMSO 

na concentração utilizada para o preparo dos flavonoides (até 5%) para os ensaios de 

resazurina e DMEM osteogênico (MO) suplementado com 50 µg/mL de ácido ascórbico, 

10 nmol/L de beta glicerofosfato e 1,8 mmol/L de KH2PO4 para os ensaio de fosfatase 

alcalina e formação de nódulos mineralizados. Todos os compostos foram esterilizados 

por filtração em filtro de membrana de 0,22 µm e os ensaios foram realizados em 

triplicata, em três dias independentes. A Figura 1 mostra as estruturas químicas dos 

flavonoides que foram selecionados para o presente estudo.  

 

Figura 1. Estrutura química dos flavonoides selecionados para este estudo. 
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3.2 Avaliação do metabolismo celular por meio de ensaios de coloração de resazurina 

Neste estudo foram avaliados osteoblastos humanos da linhagem Saos-2 

(ATCC, Manassas, Va., USA). As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM 

contendo soro fetal bovino (SFB) a 10 % (Gibco), 100 UI/mL de penicilina, 100 µg/mL de 

estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina em estufa a 5 % de CO2 a 37 oC. Para esse 

primeiro experimento, as células foram semeadas (3x103 células/por poço) em placa de 

microtitulação de 96 poços e pré-incubadas por 48 h. Em seguida, elas foram expostas 

a concentrações decrescentes dos flavonoides isolados (100, 50 e 25 µM) ou 

combinados (50/50 µM e 25/25 µM) por 48 h, para ser avaliado o metabolismo celular 

por colorimetria com resazurina (Sigma-Aldrich). Este método permite determinar a 

respiração celular (mitocondrial), considerando a taxa metabólica das células, 

permitindo monitoramento contínuo das culturas. Então, no quinto dia, o meio de 

cultura foi aspirado e substituído por 170 µL de DMEM e 30 µL de solução de resazurina 

(70 µM) e as células foram incubadas a 37°C durante 4 h. Após a incubação, 100 µL do 

meio de cultura com solução de resazurina foi transferido para uma nova placa de 

microtitulação para leitura da absorbância a 570 e 600 nm no espectrofotômetro 

Para os seguintes experimentos, o cultivo das células foi em placa de 

microtitulação de 48 poços (3x102 células/por poço), sendo elas subcultivadas a cada 2 

dias. Novamente, foi feita a incubação das células em contato com os flavonoides (100, 

50 e 25 µM) ou combinados (50/50 µM e 25/25 µM) por 48 h, agora seguindo 

posteriores trocas de meio até completarem 8 e 14 dias.  O DMEM osteogênico foi 

adicionado aos poços a partir da primeira troca de meio após 48 h de tratamento. No 

respectivo dia de cada experimento (fosfatase alcalina ou nódulos mineralizados), o 

meio de cultura também foi aspirado e substituído por 270 µL de DMEM e 30 µL de 

solução de resazurina (70 µM). Após a incubação da placa a 37°C durante 4 h, 100 µL do 

meio de cultura com solução de resazurina foi transferido para uma nova placa de 

microtitulação para leitura da absorbância a 570 e 600 nm no espectrofotômetro 

(Biotek, Winooski, VT). Em seguida, foram realizados os testes de fosfatase alcalina (8 

dias) e a formação de nódulos mineralizados (14 dias). 
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3.3 Atividade de fosfatase alcalina (ALP) 

O ensaio de fosfatase alcalina foi realizado seguindo as instruções do 

fabricante do kit ALP (Labtest Diagnóstico S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) e absorbância 

foi medida a 590 nm com um espectrofotômetro (Synergy H1). A atividade de ALP foi 

calculada através de uma curva padrão utilizando concentrações conhecidas de enzima. 

Os dados finais de ALP (% em relação ao controle DMEM osteogênico) foram divididos 

pelos valores obtidos de viabilidade celular pelo método da resazurina (% em relação ao 

controle DMEM osteogênico) para a normalização dos resultados de ALP. 

 

3.4 Formação de nódulos mineralizados  

 Após o tratamento com os flavonoides por 48 h e troca do meio DMEM 

osteogênico por 14 dias, posteriormente à análise da viabilidade celular com Resazurina, 

o meio de cultura foi aspirado, os poços lavados com PBS (tampão fosfato-salino) e a 

capacidade de formação de nódulos de mineralização foi avaliada por coloração com 

vermelho de alizarina S (Sigma-Aldrich), de acordo com Soares et al. (2014). Em resumo, 

40 mmol/L de vermelho de alizarina S foi preparado em água destilada, ajustado à um 

pH de 4,2 com hidróxido de amônia e, em seguida, aplicado às células durante 20 

minutos à temperatura ambiente com agitação suave. As células foram lavadas com 

água destilada e deixadas secando. Imagens da cultura corada com vermelho de 

alizarina S foram obtidas utilizando microscópio invertido e a intensidade da coloração 

foi analisada utilizando um programa de análise de imagem o programa Image J 1.48 

(NIH, Bethesda, MA, USA). Após obtenção das imagens, 10% de cloreto de cetilpiridínio 

em PBS foi adicionado aos poços (500 μl) e deixados sob agitação por 15 min.  100 μL de 

cada poço foram transferidos para um leitor de microplacas e os valores obtidos através 

do comprimento de onda de 562 nm. Os resultados em valores absolutos foram 

convertidos em % considerando o controle DMEM osteogênico como 100%. Os dados 

finais de deposição de nódulos de mineralização (% em relação ao controle DMEM 

osteogênico) foram divididos pelos valores obtidos de viabilidade celular pelo método 

da resazurina (% em relação ao controle DMEM osteogênico) para a normalização dos 

resultados. 
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3.5 Análise dos resultados 

Os dados foram analisados no programa estatístico SPSS 17.0 (IBM Inc, USA). 

Os valores dos dados apresentaram distribuição normal e homogeneidade das 

variâncias pelo método de Shapiro-Wilk, e as variáveis foram submetidas à análise de 

variância (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparar entre os grupos e/ou 

concentrações ou teste de Dunnett para comparar entre cada grupo e o controle. Todas 

as análises foram adotadas considerando um nível de significância de 5%. 
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4 Resultados 

 

4.1 Flavonoides isolados 

4.1.1 Avaliação da viabilidade celular – Resazurina 

As figuras (2, 3, 4) mostram os resultados da viabilidade celular obtidos pelo 

método da resazurina. No primeiro período do estudo avaliou-se o metabolismo celular 

nas primeiras 48 h após a exposição das células aos compostos, seguidas as análises no 

8º e 14º dias de subcultivo. Nota-se que somente o flavonoide crisina a 100 µM manteve 

seu efeito citotóxico mesmo após 14 dias de avaliação. Os demais flavonoides e controle 

HC não causaram citotoxicidade em nenhuma concentração e tempos avaliados. 

 

Figura 2. Viabilidade das células Saos-2 após tratamento com os flavonoides isolados 

por 48 h, obtida por meio dos ensaios de resazurina. aLetras minúsculas diferentes mostram 

diferença estatística entre as concentrações, considerando cada composto isoladamente, segundo os 

testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). HC: hidróxido de cálcio. 

 

Figura 3. Viabilidade das células Saos-2 após tratamento com os flavonoides isolados 

por 48 h e avaliação após 8 dias, obtida por meio dos ensaios de resazurina. aLetras 
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minúsculas diferentes mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada composto 

isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). HC: hidróxido de cálcio. 

 

 

Figura 4. Viabilidade das células Saos-2 após tratamento com os flavonoides isolados 

por 48 h e avaliação após 14 dias, obtida por meio dos ensaios de resazurina. aLetras 

minúsculas diferentes mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada composto 

isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). HC: hidróxido de cálcio. 

 

4.1.2 Atividade de fosfatase alcalina  

A normalização dos resultados da atividade de ALP foi realizada pelos ensaios de 

viabilidade celular utilizando o método de resazurina. De acordo com a Figura 5, a 

taxifolina a 100 e 50 µM induziu maior atividade de ALP, seguida da isoquercitrina a 50 

e 25 µM, rutina de 100 a 25 µM, ampelopsina de 100 a 25 µM e EGCG a 100 µM. A 

solução de hidróxido de cálcio também induziu a atividade de ALP, com diferença 

estatística entre os grupos 100, 50 e 25 µM quando comparados ao controle. 

 
Figura 5. Atividade de fosfatase alcalina das células Saos-2 após tratamento com os 

flavonoides isolados por 48 h e avaliação após 8 dias. aLetras minúsculas diferentes mostram 

diferença estatística entre as concentrações, considerando cada composto isoladamente, segundo os 
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testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). *Diferença estatística entre cada grupo e o controle DMEM, segundo 

os testes de Dunnett (p<0,05). HC: hidróxido de cálcio. 

 

4.1.3 Formação de nódulos mineralizados 

Os compostos que induziram maior deposição de nódulos de mineralização 

foram a ampelopsina de 100 a 25 µM, isoquercitrina 50 e 25 µM, rutina de 100 a 25 µM, 

pinocembrina a 25 µM e miricetina a 100 e 50 µM (Figura 6). O controle HC, em todas 

as concentrações testadas, também estimulou maior deposição de nódulos que controle 

DMEM osteogênico.  

Figura 6. Quantificação dos nódulos de mineralização formados após tratamento com 

os flavonoides isolados por 48 h e avaliação após 14 dias. aLetras minúsculas diferentes 

mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada composto isoladamente, 

segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). *Diferença estatística entre cada grupo e o controle DMEM, 

segundo os testes de Dunnett p<0,05). HC: hidróxido de cálcio. 

Nas figuras a seguir, é possível observar os nódulos mineralizados corados com 

vermelho de alizarina. Observa-se grande quantidade de nódulos induzidos pela 

ampelopsina a 50 µM (9J), rutina a 50 µM (9H) e isoquercitrina 25 µM (9G), 

diferentemente do que é notado na figura 9 D/E referentes à taxifolina 50 µM e 25 µM. 
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Figura 7. Imagens representativas da coloração de vermelho de alizarina S para os 

grupos controles DMEM osteogênico (A) e hidróxido de cálcio a 50 µM (B) e 25 µM (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Imagens representativas da coloração de vermelho de alizarina S para os 

grupos Taxifolina a 50 µM (D) e 25 µM (E) e Isoquercitrina também a 50 µM (F) e 25 µM 

(G). 
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Figura 9. Imagens representativas da coloração de vermelho de alizarina S para os 

grupos Rutina a 50 µM (H) e 25 µM (I) e Ampelopsina também a 50 µM (J) e 25 µM (K). 

4.2 Flavonoides combinados 

4.2.1 Avaliação da viabilidade celular – Resazurina 

Os critérios utilizados para selecionar os flavonoides taxifolina, 

isoquercitrina, ampelopsina e rutina a serem combinados foram a citocompatibilidade, 

a capacidade de induzir a atividade da fosfatase alcalina e a formação de nódulos 

mineralizados quando foram avaliados isoladamente.  

Em relação a viabilidade celular, as células mantiveram sua viabilidade acima 

de 80%, quando submetidas à todas as combinações propostas em todos os períodos 

avaliados, 48 h, 8 dias e 14 dias e em ambas as concentrações, 50/50 µM e 25/25 µM. 
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Figura 10. Viabilidade das células Saos-2 após tratamento com os flavonoides 

combinados por 48 h, obtida por meio dos ensaios de resazurina. aLetras minúsculas 

diferentes mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada combinação 

isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). Tax: taxifolina; Iso: isoquercitrina; Amp: 

ampelopsina; Rut: rutina. 

 

 

Figura 11. Viabilidade das células Saos-2 após tratamento com os flavonoides 

combinados por 48 h e avaliação após 8 dias, obtida por meio dos ensaios de resazurina. 

aLetras minúsculas diferentes mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada 

combinação isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). Tax: taxifolina; Iso: 

isoquercitrina; Amp: ampelopsina; Rut: rutina. 
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Figura 12. Viabilidade das células Saos-2 após tratamento com os flavonoides 

combinados por 48 h e avaliação após 14 dias, obtida por meio dos ensaios de 

resazurina. aLetras minúsculas diferentes mostram diferença estatística entre as concentrações, 

considerando cada combinação isoladamente, segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). Tax: 

taxifolina; Iso: isoquercitrina; Amp: ampelopsina; Rut: rutina. 

 

4.2.2 Atividade de fosfatase alcalina (ALP) 

As combinações que mais induziram ALP foram aquelas nas concentrações 

25/25 µM de cada flavonoide. Além disso, notou-se que as combinações que 

apresentavam taxifolina foram as que exibiram maior indução de ALP, como Tax+Iso, 

Tax+Amp e Tax+Rut. 

 

Figura 13. Atividade de fosfatase alcalina das células Saos-2 após tratamento com os 

flavonoides combinados por 48 h e avaliação após 8 dias. aLetras minúsculas diferentes 

mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada composto isoladamente, 
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segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). *Diferença estatística entre cada grupo e o controle DMEM, 

segundo os testes de Dunnett (p<0,05). Tax: taxifolina; Iso: isoquercitrina; Amp: ampelopsina; Rut: rutina. 

 

4.2.3 Formação de nódulos mineralizados 

 Quanto à formação de nódulos mineralizados, os compostos combinados nas 

concentrações 25/25 µM de cada flavonoide estimularam as células Saos-2, sendo que 

as combinações Tax+Iso, Tax+Amp e a Tax+Rut tiveram melhores resultados. Esses 

resultados podem ser observados nas imagens da figura 15, em que os nódulos estão 

corados com vermelho de alizarina. 

 

Figura 14. Quantificação dos nódulos de mineralização formados após tratamento com 

os flavonoides combinados por 48 h e avaliação após 14 dias. aLetras minúsculas diferentes 

mostram diferença estatística entre as concentrações, considerando cada composto isoladamente, 

segundo os testes de ANOVA e Tukey (p<0,05). *Diferença estatística entre cada grupo e o controle DMEM, 

segundo os testes de Dunnett p<0,05). Tax: taxifolina; Iso: isoquercitrina; Amp: ampelopsina; Rut: rutina. 
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Figura 15. Imagens representativas da coloração de vermelho de alizarina S para os 

grupos: Tax+Iso 50/50 µM (L) e 25/25 µM (M); Tax+Amp 50/50 µM (N) e 25/25 µM (O); 

e Tax+Rut 50/50 µM (P) e 25/25 µM (Q). Tax: taxifolina; Iso: isoquercitrina; Amp: ampelopsina; 

Rut: rutina. 
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5 DISCUSSÃO 

 Em relação a viabilidade celular, a maioria dos compostos não foi 

citotóxica nas concentrações testadas (viabilidade acima de 80%, conforme Normas ISO 

10993-12-2012). Entretanto, o único composto que apresentou menor porcentagem de 

viabilidade celular foi a crisina, mantendo seu efeito citotóxico até 14 dias. De modo 

contrário, Zeng et al. (2013) trataram células MC3T3-E1 com crisina até 100 μM por até 

96 h e não observaram efeito citotóxico pelo método da enzima LDH (desidrogenase 

láctica).  

A isoquercitrina não afetou significativamente a viabilidade de Saos-2 e suas 

concentrações mais baixas 25 e 50 μM estimularam a atividade de ALP e a deposição de 

nódulos de mineralização. No trabalho de Wang e colaboradores (2014), este composto 

a 1 e 3 μM induziu uma mineralização significativa em células Saos-2 através do ensaio 

com o corante de alizarina. E também, em concentrações menores (0,1 e 0,3 μM), 

juntamente com o polímero polyP (3, 10, 30 e 100 μM), potencializou o efeito deste 

último na deposição de nódulos pelos osteoblastos. No estudo de Li et al. (2019), a 

isoquercitrina também induziu a diferenciação osteogênica de células-tronco 

mesenquimais derivadas da medula óssea, promoveu a proliferação celular, atividade 

de ALP e formação de nódulos de mineralização na faixa de concentração de 0,01 a 1 

μM de osteoblastos. O comportamento positivo desse flavonoide ao modular a 

formação mineral por células osteoblásticas deve-se à ativação do fator de transcrição 

de ativação 6 e do homólogo oncogene Ets 1 (Wang et al., 2014) e além de desempenhar 

um papel ativo na diferenciação osteogênica de osteoblastos e células-tronco 

mesenquimais da medula óssea humana (hBMSCs) via RUNX2 ou via BMP (Li et al., 

2019).  

No presente estudo, a taxifolina apresentou o melhor efeito sobre a 

atividade de ALP nas concentrações de 100 e 50 μM e efeito positivo sobre a deposição 

de nódulos de mineralização pelas células Saos-2. Os estudos que avaliaram o potencial 

estimulador da taxifolina na diferenciação osteoblástica em meio osteogênico utilizaram 

concentrações semelhantes às do presente estudo e também não mostraram 

citotoxicidade (Satué et al., 2013; Wang et al., 2017). Em estudo de Wang et al. (2017), 

o tratamento com taxifolina aumentou a diferenciação osteogênica de hBMSCs sem 

apresentar citotoxicidade, além de estimular a atividade da fosfatase alcalina nas 
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concentrações 50 e 100 μM e a produção de nódulos mineralizados, como no presente 

estudo. Os autores sugeriram que o efeito osteogênico da taxifolina está relacionado à 

supressão da via de sinalização do NF-Kβ. A via de sinalização do NF-Kβ é ativada quando 

RANKL - uma citocina expressa em osteoblastos - é ligada a um receptor RANK, expresso 

em células progenitoras de osteoclastos. A ativação da via de sinalização do NF-Kβ pode 

promover a indução de genes de diferenciação de osteoclastos, sobrevida prolongada 

dos osteoclastos, aumento da reabsorção óssea, diminuição da diferenciação 

osteogênica e formação óssea. A ligação entre RANK e RANKL pode ser bloqueada pela 

osteoprotegerina quando se liga a RANKL, regulando a formação de osteoclastos e, 

consequentemente, diminuindo a progressão da lesão (Krum et al., 2010). 

Também pode-se observar neste estudo que a quercetina e alguns derivados 

como miricetina, canferol e outros flavonoides como crisina e pinocembrina não 

diferiram do controle DMEM quanto à atividade de ALP. De modo diferente, no trabalho 

de Prouillet e colaboradores (2004), osteoblastos humanos da linhagem MG-63 foram 

tratados com quercetina e canferol a 50 μM e ambos os compostos aumentaram a 

atividade de ALP 1,5 e 1,7 vezes quando comparados com os grupos controles, de 

maneira tempo e dose dependentes, após 48 horas de tratamento. Os autores sugerem 

que os efeitos estimuladores destes flavonoides podem ser atribuídos à interação entre 

eles e o receptor de estrogênio, apresentando naturalmente ação positiva contra a 

perda óssea. 

Por ser considerada um marcador precoce de diferenciação de células 

osteoblásticas, a atividade de ALP geralmente é aumentada no estágio de diferenciação 

e diminui durante a progressão da mineralização (Aubin, 2001). E então quando atinge 

o processo de formação de nódulos mineralizados, ocorre a proliferação das células, o 

desenvolvimento da matriz extracelular e a mineralização, que são as três principais 

fases do desenvolvimento (Aubin, 1998). Neste estudo, o composto EGCG induziu a 

atividade de ALP a 100 µM, entretanto nessa mesma concentração não diferiu do 

controle quanto à indução de nódulos mineralizados. Embora, em nosso estudo não 

tenhamos verificado essa correlação entre ALP e nódulos para o composto EGCG, no 

trabalho de Vali e colaboradores (2007), após 2 e 8 dias de tratamento com 5 μM de 

EGCG, as células Saos-2 apresentaram aumento significativo na atividade de ALP. 

Também foram formados nódulos de mineralização mesmo com a baixa concentração 
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de 1 μM de EGCG no 17º dia após o plantio das células. Possivelmente, EGCG tenha 

melhor efeito sobre a mineralização em concentrações abaixo das testadas no presente 

estudo. 

Quanto à formação de nódulos mineralizados, os compostos miricetina, 

taxifolina, isoquercitrina, rutina, ampelopsina e a pinocembrina, em concentrações 

variadas, tiveram efeito superior ao controle meio osteogênico. No estudo de Huang e 

colaboradores (2013), o efeito de diferentes flavonoides foi avaliado sobre a 

diferenciação e proliferação de as células primárias de medula óssea de camundongo 

em osteoblastos. Um dos tratamentos foi a ampelopsina, que nas concentrações de 10, 

15 e 20 μM, aumentou 1,1, 1,9 e 2,8 vezes a atividade de ALP quando comparada ao 

grupo controle. Além disso, a ampelopsina também estimulou maior deposição de 

nódulos de mineralização quando comparada ao controle, quando avaliada pelo ensaio 

de vermelho de alizarina. Em outro estudo, a ampelopsina foi avaliada em apenas duas 

concentrações, 0,1 e 50 μM, quanto à diferenciação osteogênica das células-tronco 

mesenquimais ósseas. Mesmo apresentando grande diferença entre as concentrações, 

ambos os valores aumentaram a atividade de ALP no sétimo dia de tratamento e a 

deposição de nódulos de mineralização quando comparados ao grupo controle (Zhang 

et al., 2016). A rutina também foi avaliada nas concentrações 25 e 50 µM e levou à maior 

deposição mineral e à maior atividade de fosfatase alcalina pelas células Saos-2 (Nash 

et al., 2016). Esse mesmo flavonoide, no trabalho de Liu e colaboradores (2021), a uma 

concentração de 0,1 mmol / L, induziu atividade da enzima ALP e formação de nódulos 

em células precursoras de osteoblastos de camundongo MC3T3-E1. 

No nosso trabalho, ao combinar os compostos, estes se mantiveram 

citocompatíveis em relação à viabilidade celular. O comportamento deles isolados 

refletiu nos ensaios de fosfatase alcalina e de nódulos mineralizados das combinações, 

sendo as menores concentrações mais efetivas, ou seja, 25/25 µM. Outro ponto a se 

destacar quanto a esses dois últimos ensaios, foi o fato das melhores concentrações 

conter a taxifolina. Por isso, mesmo que os resultados das combinações sejam 

semelhantes aos compostos isolados nas menores concentrações, acredita-se que seja 

uma vantagem a união desses flavonoides, pois assim é possível, em um aspecto mais 

amplo e sistêmico, somar as melhores propriedades individuais de cada composto. 

Na literatura ainda não foram descritos estudos em células osteoblásticas 



43 

 

Rafaela Laruzo Rabelo 

utilizando as mesmas combinações aqui relatadas, entretanto alguns trabalhos testaram 

flavonoides combinados em outras metodologias e temáticas. No trabalho de Tang e 

colaboradores (2010), o EGCG isolado ou em combinação com a quercetina inibiu a 

invasão, migração e transição epitélio-mesenquimal de células-tronco tumorais em 

estudo in vitro de linhagem de células de câncer de próstata humano. Além disso, outro 

estudo mostrou que a quercetina juntamente com o extrato de chá verde, vitamina C, 

aminoácidos e outros micronutrientes apresentaram efeito anticâncer (Niedzwiecki et 

al., 2016). 

Os mecanismos de ação dos flavonoides sobre a formação óssea ainda não 

foram completamente esclarecidos. Há indícios que a ativação de canais de cálcio dos 

osteoblastos influencia o transporte de sinal celular (Jorgensen et al., 2003), a 

reabsorção óssea (Ritchie et al., 1994) e a proliferação celular (Riddle et al., 2006). A 

vitamina D (Bergh et al., 2006), o hormônio da paratireóide (Li et al., 1997) e outros 

agentes reguladores podem intermediar as trocas de Ca2+ nos canais de cálcio do tipo L 

como o CaV1.2, no interior dos osteoblastos. Saponara et al. (2011) avaliou diversos 

flavonoides e 24 deles foram ativadores ou desativadores da corrente do canal CaV1.2, 

medida em miócitos da artéria da cauda de rato. Estudo recente de Chan e 

colaboradores (2020), por meio da relação quantitativa estrutura-atividade, confirmou 

e validou a capacidade de formação óssea dos flavonóides através da ativação e inibição 

osteoblástica do canal de cálcio controlado por voltagem (CaV). 

Mais estudos são necessários para identificar os principais mecanismos de 

ação dos flavonoides isolados e combinados, incluindo ensaios de expressão de genes 

envolvidos na mineralização óssea, além de buscar alternativas de veículos para a 

aplicação clínica futura desses compostos. 
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6 Conclusão 

Sugere-se que os flavonoides, taxifolina (50 µM), isoquercitrina (50 e 25 

µM), rutina (100, 50 e 25 µM) e ampelopsina (100, 50 e 25 µM), e combinações de 

taxifolina, demonstraram efeito bioestimulador e indutor de mineralização em células 

Saos-2, podendo ser consideradas substâncias biotivas promissoras capazes de 

estimular osteoblastos a realizarem neoformação óssea. 
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