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Resumo

O carcinoma hepatocelular (HCC) € um dos cancros que provoca mais mortes
em todo o Mundo. Os tratamentos para esta neoplasia sdo escassos, paliativos e ndo
sdo especificos para cada doente. E deveras importante encontrar terapias mais
eficazes e com menos efeitos secundarios. A descoberta de novos compostos em
plantas medicinais ou alimentos € uma estratégia promissora para a prevencao e o
tratamento de doencas, ndo s6 porque as plantas tém imenso potenciais terapéuticos
que sempre foram usados para o tratamento de doencas, mas também porque novas
tecnologias permitem isolar compostos naturais e maximizar o seu poder terapéutico.

Com este mote, o0 objetivo deste trabalho é verificar a citoxicidade de Rumex
induratus Boiss. & Reut. (R. induratus) através de trés extratos diferentes: infusao,
extratos hidroalcéolico e etandlico nas linhas celulares de carcinoma hepatocelular
(HepG2, HuH7 e Hep3B). Deste modo, pretende-se descobrir novas funcdes desta
planta que € atualmente consumida na alimentacgéo, levando assim a sua valorizacao.

Nos extratos de R. induratus foram identificados os compostos fendlicos:
luteolina, &cido cafeico, quercetina e apigenina e alguns derivados. O potencial
antioxidante destas moléculas possibilita perceber que os extratos vegetais induziram
0 aumento do potencial de membrana em todas as linhas celulares, tendo a linha
HepG2 os valores mais elevados. Quanto a quantificagdo de ROS foi detetado um
padrdo de crescimento na concentracdo do anido superéxido e uma diminuicdo dos
peroxidos perante o aumento da concentracdo dos extratos de R. induratus. O
aumento de ROS provoca a alteracdo do potencial de membrana, levando a
diminuicdo da atividade metabdlica nas células tumorais.

Em conclusdo o extrato vegetal proporciona diferengas intracelulares que

podem levar ao desencadeamento da apoptose nas células tumorais.

Palavras-chave: Vale do Coba,
Plantas hepatoprotetoras,
Rumex induratus,
Carcinoma hepatocelular,

Espécies reativas de oxigénio.






Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the deadliest worldwide. Treatments
for this neoplasy are scarce, palliative and are not specific to each patient. It is very
important to find more effective therapies with fewer side effects. The discovery of new
compounds in medicinal plants or foods is a promising strategy for the prevention and
combat of diseases, not only because plants have immense therapeutic potential that
have always been used for the treatment of diseases, but also because new
technologies allow the isolation of natural compounds with greater therapeutic effect.

Beaning this in mind, the objective of this work is the verification of the toxicity of
those extracts from Rumex induratus Boiss. & Reut. (R. induratus): infusion,
hydroethanolic and ethanolic in HCC cells lines (HepG2, HUH7 e Hep3B).This aims to
discover new functions of this plant that is currently consumed as food, leading to its
valorization.

In the extracts of R. induratus it is possible to identify phenolic compounds like
luteolin, caffeic acid, quercetin or apigenin and some derivatives. The antioxidant
potential of these molecules allows the understanding that plant extracts led to an
increase in membrane potential in all cell lines, with the HepG2 line presenting the
highest values. As for the quantification of ROS, a growth pattern in the concentration
of the superoxide anion and a decrease in peroxides was detected due to the increase
in the concentration of R. induratus extracts.

The increase in ROS is related to the increase in membrane potential, leading
to decreased cell viability of tumor cells.

In conclusion, the plant extract provides intracellular differences that can lead to

the triggering of apoptosis in tumor cells.

Keywords: Cba Valley,
Hepatoprotective plants,
Rumex induratus,
Hepatocellular carcinoma,

Reactive oxygen species.
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1.1 Vale do Cbda

O Vale do Cba esta situado na regido nordeste de Portugal, pertence ao distrito da
Guarda e nas suas margens predomina um clima mediterranico (Figura 1). Este vale é
atravessado pelo rio Cda que nasce na Serra das Mesas e desagua no rio Douro (Aubry et
al., 2012), sendo um dos poucos rios portugueses que faz um trajeto sul-norte.

Apresentando um patriménio cultural de Arte Rupestre do periodo paleolitico bastante
valioso, o Vale do Cba foi considerado, em 1998, Patrimonio Mundial pela UNESCO (Aubry
et al, 2012). Porém, também possui um importante patriménio natural de plantas
medicinais, muitas das quais desconhecidas da comunidade cientifica, mas que a populagéo
local usa para a alimentacao e/ou tratamento de diversas doencas.

O parque arqueoldgico do Vale do Coa, localiza-se na foz do rio Cba, abrangendo um
territério de 200km? e uma enorme diversidade vegetal que ascende a cerca de 1800
espécies identificadas, distribuidas pelos 4 concelhos que o constituem: Vila Nova de Foz
Cba (537 espécies), Figueira de Castelo Rodrigo (487 espécies), Pinhel (415 espécies) e
Méda (379 espécies) (Clamote et al., 2021).
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Figura 1. Mapa da regido do Cda, destacando-se o parque arqueoldgico do Vale do Cbda e a zona
envolvente. (Imagem adaptada do arte-coa.pt).



1.2 Plantas Medicinais

A salde e a alimentacdo apresentam uma relacdo estreita. Uma boa salde esta
associada a uma boa alimentacéo, tendo esta relacdo uma importancia acrescida em alguns
paises (Pinela et al.,, 2016). A dieta mediterranica, por exemplo, gracas as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, é conhecida por ter muitos beneficios, como
a prevencao no desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Estruch et al., 2018) ou a
diminuicdo do risco de desenvolver cancro (prostata, colon e mama) (Mentella et al., 2019).
Também as dietas ricas em plantas com propriedades antioxidantes, sdo conhecidas por
previnem doencas degenerativas (Guerra et al., 2008). Por exemplo o consumo de produtos
com [3-caroteno previne o declinio cognitivo e o consumo de carotenoides mantém o bom
estado da memoria, sendo assim produtos associados a prevencao de sintomas de doencas
degenerativas como a doenca de Alzheimer e a doenca de Parkinson (Chandra et al., 2012).

De fato, diversos medicamentos baseados em produtos naturais tém sido aprovados
como antiparasiticos, antifungicos, anticancerigenos, antidiabéticos, entre outros (Newman
& Cragg, 2020). Na mais recente revisdo de Newman e Cragg, onde € realcada a
importancia dos produtos naturais, foi demonstrado que dos farmacos aprovadas pela FDA
(Food and Drug Administration) entre 1981 e 2019, 45% tinham por base produtos naturais,
podendo ser compostos isolados naturais, medicamentos derivados de produtos naturais ou
semissintéticos (que apresentam uma parte natural) (Newman & Cragg, 2020).

Produtos naturais sdo compostos quimicos produzidos por um organismo vivo como
bactérias, fungos, plantas e organismos marinhos que possuem atividades bioldgicas (Katz
& Baltz, 2016). As plantas sdo os organismos mais usados, gragas ao facil acesso, na
verdade, h& milhares de anos que as plantas séo utilizadas na alimentagcdo e no tratamento
do Homem. O valor das plantas é conhecido e 0 uso de compostos naturais tem crescido
em todo o mundo (Blowman et al., 2018). A OMS (Organiza¢édo Mundial de Saude) declarou
que, atualmente, 80% da populacdo global usa plantas para o tratamento de doencas (Sen
& Samanta, 2014). Além do aumento do uso de plantas, também a investigacdo em plantas
tem crescido, sendo que em 2015, o Prémio Nobel da Fisiologia e Medicina foi atribuido a
uma investigadora, Youyou Tu, que descobriu que compostos ativos da Artemisia annua
induzem morte em Plasmodium, os parasitas da malaria.

Estima-se que até a data apenas 17% das plantas com flor tenham sido estudadas
(Ozaslan & Oguzkan, 2018), mostrando que ainda existe uma enorme fonte de produtos
naturais por explorar. Devido ao fato de varios compostos terapéuticos terem sido
descobertos nesta pequena percentagem, levanta-se a questdo de quantos mais compostos

poder&o ainda ser descobertos.



Posto isto, torna-se relevante a existéncia de estudos aprofundados das propriedades
medicinais das mais diversas espécies de plantas, que, como ja referido, pode levar a
descoberta de novos agentes terapéuticos.

As plantas possuem um metabolismo primario, exclusivo para os processos vitais de
vida da planta (ex. fotossintese, respiracdo, sintese de proteinas) e um metabolismo
secundario que sintetiza quantidades reduzidas de compostos para a protecdo da planta, os
metabolitos secundarios (MS). Estes sdo compostos organicos de diversas familias que
apresentam variabilidade interespecifica e em alguns casos, intraespecifica pois séo
influenciados por fatores abidticos, levando a que cada planta apresente uma composicao
quimica Unica (Ozaslan & Oguzkan, 2018).

Os MS sao constituintes ativos na protecao das plantas contra as alteracdes do meio
ambiente (ex. mudancas de temperatura, humidade, intensidade de luz), sendo também
defesas quimicas contra predadores, agentes patogénicos ou outras plantas, podendo ainda
ter a funcéo de atracdo de polinizadores (Blowman et al., 2018; Ozaslan & Oguzkan, 2018).
Os MS podem ser classificados como terpenos, compostos fendlicos, alcaloides, esterdis,
entre outros (Haider, 2020). Além dos varios efeitos de adaptacdo e sobrevivéncia das
plantas, estes podem apresentar diferentes propriedades benéficas para a saide humana
pois possuem atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana, antiviral e
anticancerigena (Madrigal-Santillan et al., 2014).

As propriedades antioxidantes dos MS sdo as mais estudadas, uma vez que a
oxidagdo celular estd associada a varias doengas. Os compostos fendlicos, por exemplo,
tém a capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio (ROS) e diminuir o stress
oxidativo celular (Colle et al.,, 2012). Além disso, os MS podem apresentar efeitos
anticancerigenos através da inibicdo do desenvolvimento de células cancerigenas, da
diminuicdo da metastizacdo e da potenciacdo da quimioterapia (Y. Zhou et al., 2016).

O uso de plantas como tratamento de doencas é muito frequente, em especial em
meios rurais. O consumo de plantas requer uma atencéo redobrada, uma vez que a dose
terapéutica e téxica de algumas espécies é muito proxima, o que leva a existéncia de
intoxicacdes graves. Por exemplo, sdo relatadas muitas intoxicacGes através de Digitalis
purpurea L., os doentes apresentam arritmias cardiacas (Lehmann et al., 2021) depois de
ingerirem infusdes desta planta, porém os heterdsidos cardiotonicos extraidos desta planta
sdo usados em concentracfes controladas para o tratamento de doencas cardiacas
(Prassas & Diamandis, 2008).

A utilizagcdo de produtos naturais extraidos de plantas é importante para o
desenvolvimento de novos farmacos. Estes compostos podem ser usados como compostos
isolados, nhomeadamente como a morfina extraida da Papaver somniferum L. (Gil et al.,

2019), como compostos de hemi-sintese, designadamente o paclitaxel isolado de Taxus
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brevifolia Nutt (Alves et al., 2018) ou como inspiracdo para o desenvolvimento de novas
moléculas com efeito terapéutico (Howes, 2018).

O potencial terapéutico das plantas é aplicado na medicina como no caso da
guimioterapia convencional, onde 25% dos compostos advém de produtos vegetais
(Blowman et al., 2018). A existéncia de patentes de compostos terapéuticos com base em
plantas como os flavondides da Butea monosperma (Lam.) Taub. (B. monosperma) que sao
utilizados no tratamento do carcinoma hepatocelular (Gupta et al., 2006), ou a solamargina e
solasonina extraidas de plantas do género Solanum que inibem a proliferacdo de células
tumorais do figado, pulmdo e mama (Thereof, 2006) demonstram a importancia terapéutica
das plantas (Sen & Samanta, 2014).

1.3 Plantas Hepatoprotetoras

As plantas dependendo dos MS e das suas concentracdes apresentam diferentes
atividades  biologicas: anti-inflamatéria, antioxidante, antifingica, antibacteriana,
hepatoprotetora entre outras.

A atividade hepatoprotetora, desempenhada no figado, apresenta duas vertentes: a
regeneracdo do tecido hepatico, onde o0s extratos ou compostos isolados das plantas
protegem os hepatdcitos de lesbes provocadas por téxicos (tetracloreto de carbono (CCLy),
drogas entre outros) e o controlo de desenvolvimento de neoplasias, tendo o0s extratos
atividade citotdxica, provocando lesdes nas células tumorais hepaticas (Madrigal-Santillan et
al., 2014).

As plantas com atividade hepatoprotetora tém na sua constituicdo MS ativos como
cumarinas, terpendides, carotenoides, glicosideos, flavondides, alcalbides, 6leos essenciais,
taninos, xanteno (Al-malki et al.,, 2013; Blowman et al., 2018) e quercetina (Fernandez-
Palanca et al., 2019). Estes compostos protegem as células, reduzindo a necrose induzida
por agentes toxicos, ajudando na reconstituicdo e estabilizacdo da membrana celular
(Madrigal-Santillan et al., 2014), bem como na regulagédo dos niveis das enzimas hepéticas
para os valores normais (Kumar et al., 2012).

Extratos de plantas como a Artemisia absinthium L. (A. absinthium) e o Cichorium
intybus L. (C. intybus) testados, in vivo, comprovaram a atividade hepatoprotetora dos
extratos. A exposicdo de ratos a CCL4, provoca o aumento do nivel de enzimas hepéticas
como: a alanina aminotransferase (ALT), o aspartato aminotransferase (AST) e a fosfatase
alcalina (ALP). Um tratamento antes e durante a exposi¢cdo ao CCL4 com A. absinthium e C.
intybus respetivamente, diminui significativamente os niveis das enzimas hepéticas (Amat et
al., 2010; Elgengaihi et al., 2016).

Plantas como a Portulaca oleracea L. (P. oleracea) tem por outro lado efeitos

citotoxicos em células tumorais do figado. Testes realizados, in vitro, onde o 6leo das
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sementes de P. oleracea foi adicionado ao meio de cultura de células de carcinoma
hepatocelular (HepG2), levou a diminuicdo da atividade metabdlica destas células (Al-
Sheddi et al., 2015).

Existem ainda plantas como Silybum marianum (L.) Gaertn. de onde é possivel extrair
a silimarina que possuem capacidade hepatoprotetora e citotoxica. A silimarina € dos
compostos extraidos de plantas mais estudados cientificamente. Em estudos onde a
silimarina foi conjugada com farmacos para protecdo hepatica, os resultados foram
positivos, havendo reducdes superiores das enzimas hepaticas (ALT, AST) no tratamento
conjugado do que apenas com o uso de farmacos (F. Wei et al., 2013). Por outro lado, a
atividade citotdxica ja foi comprovada em células de carcinoma hepatocelular (HepG2, HUH7
e Hep3B), onde a exposi¢cao destas a silimarina levou a reducdo da atividade metabdlica
celular, através da paragem do ciclo celular e pela indugcdo de genes que codificam
caspases 3 e 9 entrando as células em apoptose (Federico et al., 2017; Momeny et al.,
2008).

1.3.1 Rumex induratus Boiss. & Reut.
Rumex induratus Boiss. & Reut. (R. induratus) é uma espécie nativa da Peninsula

Ibérica em especial de regides de clima mediterranico (Ferreres et al., 2006). E uma planta
espontanea no nordeste de Portugal (Figura 2), que cresce em abundancia em locais
rochosos (Guerra et al., 2008), nestes locais o R.
induratus é conhecido pelo nome comum de azedas.

R. induratus pertence a familia Polygonaceae,
sendo 0 segundo género com mais exemplares desta
familia, que apresenta mais de 200 espécies (Shafiq et
al., 2017). O género Rumex tem diversas atividades
medicinais comprovadas como antioxidantes, antivirais,
antifingicos, antimutagénicos, antitumorais (Shafiq et |
al., 2017). B

O R. induratus é um arbusto que pode atingir os
80 centimetros de altura (Figura 3A), ramificado e com
folhas lanceoladas estreitadas na extremidade (Figura
3B). Apresenta inflorescéncias ramificadas, com varias
flores hermafroditas por n6, sendo a época de floracdo

entre maio e junho e tendo um maximo de floragdo no

inicio de junho. As sementes sao siliculas que quando

estdo maduras apresentam uma cor castanho- Figura 2: Distribuicido do
R.induratus. (Imagem adaptada da
Flora.on).



avermelhada (Figura 3C e 3D) (Lépez Gonzalez, 1990).
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Figura 3: R. induratus. Planta inteira (A), folhas lanceoladas (B), frutos imaturos (C), frutos maduros (D)
(Imagens adaptadas da Flora.on).

. flora-on

Um dos principais usos desta planta na alimentacdo é a utilizagdo das folhas em
saladas ou em conjunto com azeite para temperar batatas cozidas. Cientificamente apenas
a atividade antioxidante foi descoberta nesta planta (Guerra et al., 2008).

Estudos anteriores demonstraram a presenca de diversos metabolitos secundarios
em R. induratus (Tabela 1).

A concentracdo de compostos fendlicos € superior & dos acidos organicos, sendo o
composto fendlico mais abundante o 6-C-hexosil-apigenina. Em relacdo aos &cidos
organicos, os mais abundantes sdo o acido oxalico e malico, a concentra¢édo do ultimo €
inversamente proporcional ao desenvolvimento da planta, havendo apenas um aumento
deste no inverno, enquanto a concentracdo do acido oxalico se mantém elevada durante
todo o desenvolvimento da planta. (Guerra et al., 2008).

Em 2008, Guerra e os colaboradores provaram que o extrato aquoso de R. induratus
apresenta atividade antioxidante, in vitro, conseguindo sequestrar o radical superoxido
apesentando um ICsp de 67.5 pugmL? (determinado por ensaios de 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical (DPPH)). O radical superoxido € uma das espécies reativas de
oxigénio (ROS), produzidas nos seres vivos, que interage com ides de moléculas levando a
alteracdo do estado de oxidacdo/reducado destas (Ferreres et al., 2006). Além de sequestrar
o radical superéxido também consegue eliminar o 6xido nitrico com ICso de 92.7 ugmL? e
com menor expressdo o acido hipocloroso com um IC» de 171.3 ugmL. O 6xido nitrico e 0
acido hipocloroso sdo compostos que podem dar origem a ROS, podendo ser prejudiciais
para as células (Guerra et al., 2008).

A atividade antioxidante que o R. induratus possui também existe em outras plantas
do mesmo género, bem como outras atividades biolégicas. O Rumex vesicarius L. (R.

vesicarius), nativo da Arabia Saudita e o Rumex abyssinicus Jacq. (R. abyssinicus), nativo



Tabela 1: Compostos obtidos das folhas de R. induratus, através de diferentes extracdes.

Extrato
aguoso
das folhas

Extrato

aguoso/metandlico

das folhas

Compostos
isolados

Compostos
isolados

Compostos
isolados

Compostos
isolados

Compostos
isolados

Acidos
Orgéanicos

Compostos
Fendlicos

Terpenos

Aldeidos

Cetonas

Nor-
isoprendides

Esteroides

Acido oxalico

Acido citrico

Acido mélico

Acido ascérbico

Acido chiquimico

Acido fumaérico

Acido linoleico

Acido palmitico

Acidos estéricos

Acido benzoico
Cafeoil-hexosido,
P-coumaroil-hexosido
Feruloil- hexosido
Sinapoil-hexosido
6-C-hexosil-quercetina
6-C-hexosil apigenina
8-C-hexosil-luteolina
2"-O-pentosil-8-C-hexosil-luteolina
6-C-hexosil-luteolina
2"-O-pentosyl-8-C-hexosil-apigenina
6-C-hexosil- apigenina
3-O-hexosil-quercetina
3-O-rutinosil-quercetina
7-O- hexosil-diosmetina
3-O-rutinosil-isoramnetina
Esqualeno

Limoneno

Mentol

E-piperitol

Mirtenol

Canfora

a-pineno

Canfeno

E- cinamaldeido

Retinal
Hexahidrofernesilacetona
Acetoianilona

Jasmim

Safranal,

B-ciclocitral,
Homociclocitral,
B-demascenona,
E-geranilacetona,
B-ionona,

A B-ionona metil

B -colestano
a-colestano
Estigmastano

(Ferreres et
al., 2006;
Guerra et al.,
2008; Shafig
et al., 2017)

(Ferreres et
al., 2006;
Guerra et al.,
2008)

(Shafig et al.,
2017) (Taveira
et al., 2009)

(Shafiqg et al.,
2017)

(Shafig et al.,
2017)

(Shafig et al.,
2017)

(Shafiqg et al.,
2017)



de Africa por exemplo, apresentam atividade hepatoprotetora. O R. vesicarius apresenta
compostos fendlicos como 8-C-glucosil-apigenina, 8-C-glucosil-luteolina, 6-C-hexosil-
quercetina, 3-O-rutinosil-quercetina, 7-O-ramno-hexosil-diosmetina, catequina, epicatequina,
hexosideo feruloil, 6-C-glucosil-naringenina, galato de epicatequina, 6-C-glucosil-catequina
(El-Hawary et al., 2011). O R. abyssinicus apresenta compostos como acido oxalico, acido
crisofanico, crisofanol e emodina (Getie et al., 2003).

Ratos que foram expostos ao agente toxico CCL4 (provoca o aumento do nivel das
enzimas hepaticas) e realizaram um pré-tratamento de 7 dias com extrato metandlico de R.
vesicarius (Ganaie et al., 2015) e R. abyssinicus (Adamu et al., 2020) apresentaram uma
diminuicdo dos niveis de expressdo das enzimas hepaticas ALT, AST e ALP, exibindo a
concentracdo de 200 mg/kg do extrato de R. vesicarius niveis mais baixos que o controlo
(Ganaie et al., 2015). Em ambos os estudos, foi analisada a histologia do tecido hepético,
havendo em ambos os extratos uma recuperagcdo do tecido lesionado pelo contacto com o
CCLa.

O extrato metandlico de R. vesicarius apresenta também atividade anti-
tumoral/antiproliferativa para varios cancros como o do colén, ovarios, da pele, do sistema
nervoso e do sistema gastrico. Esta atividade julga-se estar associada aos polifendis que
constituem esta planta, em especial a quercetina e a miricetina (Shahat et al., 2015), neste
estudo o extrato de R. vesicarius também inibe a expressdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), impedindo a angiogénese (Shahat et al., 2015) levando a que as
células tumorais, que necessitam de uma maior quantidade de nutrientes, para acompanhar
0 crescimento exponencial, fiquem sem acesso a estes, levando a uma redugdo da sua

proliferacéo.

1.4 Cancro

1.4.1 Figado

O figado é um 6érgado que apresenta uma elevada importancia no corpo humano uma
vez que realiza diversas funcbes, como a regulacdo do metabolismo, a homeostase dos
lipidos e do colesterol, a agregacao e secrecao de substancias téxicas e fungdes imunitarias
(Eidi et al., 2012; Madrigal-Santillan et al., 2014; Trefts et al., 2017).

A regulacao e estabilizacdo do metabolismo corporal, realizada no figado, € uma das
funcBes mais importantes deste 6rgdo, uma vez que permite reduzir altos niveis de glicose
no sangue, através do processo de glicogénese, processo que converte a glicose em
glicogénio que é armazenado no figado e serd utilizado posteriormente em situagfes de

baixos niveis de glicose (Trefts et al., 2017).
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A homeostase de lipidos é assegurada pelo figado pois este € um dos dois 6rgaos que
sdo responsaveis pela producdo de acidos gordos (principal constituinte dos lipidios)
(Nguyen et al., 2008). Além da producéo, o figado também é responséavel pela captacéo e
armazenamento dos 4cidos gordos em excesso no plasma (Alves-Bezerra & Cohen, 2018).
Os &cidos gordos sintetizados no figado sdo transportados em lipoproteinas estando
envolvidos na construcdo das membranas plasmaticas celulares (Nguyen et al., 2008),
sendo esta fungdo de extrema importancia para todo o organismo.

A eliminacdo de substancias toxicas como medicamentos, drogas, toxinas, alcool entre
outras, realizada pelo figado ocorre devido as varias enzimas associadas ao citocromo
P450. Estas enzimas estéo localizadas no reticulo endoplasmético e nas mitocondrias dos
hepatdcitos e sdo as mais conhecidas na metabolizacdo de substancias tdéxicas no corpo
humano (Almazroo et al.,, 2017). Estas enzimas reduzem, hidrolisam e oxidam produtos
toxicos de forma a transforma-los em produtos de menor toxicidade e facilitando a sua
eliminagéo pelos rins.

Devido a sua funcao de desintoxicacdo do organismo, o figado esta extremamente
suscetivel aos efeitos nefastos destas substéncias. De facto a permanéncia de substancias
toxicas no organismo, um estilo de vida pouco saudavel, associado a uma ma alimentagéo,
o consumo de medicamentos ou drogas, levam a lesGes hepéticas (Eidi et al., 2012),
reduzindo a capacidade do figado de realizar as suas fungoes.

As lesbBes no figado verificam-se devido a um aumento da necrose das células
hepaticas, aumentando a peroxidacdo lipidica e consequentemente a um aumento dos
niveis das enzimas do figado, como a glutamato oxaloacetato transminase, a alanina
aminotransferase (ALT), o aspartato aminotransferase (AST), a fosfatase alcalina (ALP) e a
lactato desidrogenase (Mahesh et al., 2014). O aumento das enzimas do figado é observado
guando o figado esta lesionado, nomeadamente em: infe¢cdes virais, cirroses,

esteatohepatite ndo alcodlica e toxicidade por drogas (Shahat et al., 2015).

1.4.2 Carcinoma hepatocelular

O cancro é atualmente uma doengca muito preocupante, ndo sé porque o0 numero de
casos aumenta de ano para ano, mas também o nimero de mortes associadas tem vindo a
aumentar nos ultimos anos. As células tém caracteristicas que as capacitam para um
crescimento exponencial, tais como, possuirem sinalizacdo que favorece a proliferacao, a
existéncia de supressores de tumores, a capacidade de resistir a morte celular, uma ativa
invasdo e metastizagdo, a inducdo de angiogénese e a passagem de imortalidade as célula
filhas (Figura 4).
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Figura 4: Os seis hallmarks do cancro. Proliferagdo celular, supressores de tumores, invaséo e

metastizacao, resisténcia a morte celular, indugdo da angiogénese e replicacédo de imortalidade.

O carcinoma hepatocelular (HCC) é um cancro do figado, que afeta os hepat6citos, as
células primérias do figado. O HCC representa cerca de 84% dos cancros de figado (Ji et
al., 2016; Y. Zhou et al., 2016), sendo o quinto cancro mais comum nos homens e o0 sétimo
nas mulheres (Sagnelli et al., 2020). E o segundo cancro a apresentar mais mortes em todo
o mundo (Y. Zhou et al., 2016), estando este nUmero a aumentar. Os doentes apresentam,
em média, idades entre os 30 e 0s 60 anos (Sagnelli et al., 2020).

O HCC é caraterizado por uma inflamacéo do figado, o que leva ao aumento de ROS
no interior das células, aumentando a probabilidade de ocorréncia de mutaces e necrose
celular. A lesdo induzida pelas ROS nas células aumenta a peroxidacdo dos lipidos
celulares e leva ao aumento dos niveis de enzimas hepéticas (Mahesh et al., 2014). Em
muitos casos os doentes sdo assintomaticos, sendo que quando surgem sintomas a
neoplasia ja esta muito avancada (Molla et al., 2020).

A nivel celular, o HCC ¢é caraterizado pela existéncia de diversos genes mutados
como dmxX-like protein 1 (DMXL1), interleukin 6 cytokine family signal transducer (IL6ST),
KRAS proto-oncogene (KRAS), NLR family pyrin domain containing 1 (NLRP1),
neuroblastoma RAS viral (V-Ras), phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit apha (PIK3CA), phosphatase and tensin homolog (PTEN), ribosomal protein S6
kinase A3 (RPS6KAR3), sterile alpha motif domain containing 9 like (SAMD9L) e tumor protein
P53 (TP53), levando a ativacao de diversas vias como RAS/RAF/MEK/ERK, platelet derived
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growth factor (PDGF), epidermal growth factor receptor (EGFR), WNT-B-catenina,
phosphatidylinositol 3-kinase/serine-threonine kinase/mammalian target of rapamycin
(PIBK/AKT/mTOR), insulin-like growth factor 1 insulin-like growth factor 1 receptor
(IGFL/IGF1R) e vascular endothelial growth factor (VEGF) que permitem as células
proliferarem mais rapidamente e terem acesso aos nutrientes necessarios para sustentar o
aumento exponencial (Akula et al., 2019).

A ativacdo das varias vias, leva a alteragcdo também de algumas proteinas, por
exemplo no HCC existe uma sobre-expressdo da proteina SIRT1. A SIRT1 é uma
desacetilase que causa desacetilagbes de outras proteinas, com consumo de NAD®,
estimulando ou inibindo-as. Assim, a SIRT1 é um regulador de fatores e cofatores que
mantém a homeostase celular (Molla et al., 2020). Esta € expressa em diversos 6rgaos
apresentando fun¢@es diferentes e regulando varios processos biolégicos.

A SIRT1 interage com diferentes fatores que podem induzir vias de apoptose ou
proliferacdo como a FOXO3, P53, P73, E2F1, Ku70. A SIRT1 interage com a P53 levando a
desacetilacdo desta, com consequente diminuicdo da sua atividade (Rahman & Islam,
2011). A P53 é uma proteina que existe em todas as células humanas e quando existem
lesbes no DNA, esta é ativada, tendo como fung&o interromper o ciclo celular; caso a lesdo
seja reversivel, ou de ativar vias de apoptose, caso a lesdo seja irreversivel (Ghosh, 2019).

Quando a SIRT1 estd sobre-expressa, inativa a P53, levando a inibicdo de vias de
apoptose. Sem apoptose, células com lesdes no DNA ndo sao reparadas e conseguem
sobreviver, sendo ativados oncogenes como c-Myc, PTEN, PI3K/AKT e YAP/TEAD que

aumentam a proliferacdo celular.

1.4.3 Fatores derisco e incidéncia

O HCC esta associado a diversos fatores de risco como cirrose, infe¢des virais de
hepatite B e C (Braillon, 2012), exposicao a aflatoxina B1, doencas metabdlicas como a
diabetes tipo 2 (Y. Zhou et al., 2016) e obesidade. Um estilo de vida ndo saudavel associado
a consumo exagerado de alcool ou ao tabagismo também sao fatores de risco.

A distribuicdo geografica € outro fator que influéncia a incidéncia de HCC associada a
hepatite B e C. Nos paises em desenvolvimento, 60% dos casos de cancro do figado estdo
associados a hepatite B e 33% a hepatite C, jA nos paises desenvolvidos estes niumeros
caiem para 33% e 20%, respetivamente (Xia et al., 2013). As percentagens mais baixas nos
paises desenvolvidos, estdo associados a facilidade de acesso a vacina contra ambas as
infecBes virais (Figura 5). O HCC tem uma maior incidéncia na Asia e na Africa subsariana,
seguindo-se o oeste de Africa, sudoeste da Asia e Austrdlia, norte da América e por fim o

este da Europa (Wallace et al., 2015).
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Figura 5: Incidéncia Mundial de cancro do figado em 2020. (Adaptado de Globocan 2020-IARC da
OMS).

1.4.4 Diagnéstico e Tratamento

O diagnéstico de HCC é bastante dificil uma vez que os sintomas sado similares aos
apresentados nas hepatites e cirrose, o que leva a um atraso no diagndéstico da doenca.
Muitas vezes quando é diagnosticada a neoplasia ja apresenta dimensdes extensas e a
ocorréncia de metastases é elevada, dificultando o tratamento.

Os métodos usados para o diagnostico ndo sdo especificos para cancros hepéaticos e
sdo pouco sensiveis, dificultando um diagnostico correto. Um dos métodos realizado é
através da analise dos valores da alfa-fetoproteina, porém 30-40% dos doentes de HCC tém
os valores desta enzima normais, levando a falsos negativos (Ji et al., 2016). Recentemente,
esta a ser estudado um novo método de diagndstico, o qual é realizado através de micro-
RNAs envolvidos no cancro do figado. Por exemplo, o teste da expressdo do miR-137 que
esta envolvido no desenvolvimento do HCC (Q. Wei et al., 2019).

Nao existe um tratamento eficaz para o HCC, e em muitos casos o tratamento
realizado estéa associado a outras doencgas, por exemplo a monitorizacdo da progressao da
fibrose hepética associada a cirrose e a toma de antivirais para infecdes virais (Sagnelli et
al., 2020). Quando o estado de desenvolvimento da neoplasia é avangado, o tratamento
pode passar pela realizacdo de um transplante de figado, uma ablacdo, uma ressecao,
tratamentos de quimioterapia e quimioembolizagcdo. No HCC, como as neoplasias sdo
descobertas em estados muito avancados, os tratamentos mais usados sdo os paliativos
(Feng et al., 2014), através da administracéo de sorafenib (Au & Frenette, 2015).

O tratamento para cada doente depende do estado de desenvolvimento da neoplasia,
da resposta a tratamentos anteriores, da progressao do cancro e da condicdo do figado
saudavel do doente (Llovet, 2005). A cirurgia para ressecao tumoral é a terapéutica mais

usada no HCC (Feng et al, 2014), uma vez que o figado tem uma capacidade de
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regeneracdo elevada conseguindo regenerar a parte retirada. Porém apenas uma pequena
parte dos doentes (20%) pode ser sujeito a cirurgia uma vez que muitos doentes ja
apresentam lesGes e metastases extra-hepaticas (Y. Zhou et al., 2016). Os doentes que
realizam a cirurgia tém uma probabilidade de 40% de sobrevivéncia nos 5 anos a seguir a
cirurgia (Ji et al., 2016).

Desde 2007, que a sorafenib é usada em tratamentos paliativos, como molécula
inibidora do HCC. Esta liga-se a diferentes tirosina quinases como RAF, PDGFR, FLTS3,
VEGFR, MEK, ERK no local ativo do ATP, inibindo a atividade destas proteinas, levando a
uma diminuicdo da proliferagdo das células cancerigenas (Akula et al., 2019; Tellapuri et al.,
2018). Porém, além dos efeitos positivos no retardamento do cancro, o uso continuo de
sorafenib leva ao rapido desenvolvimento de resisténcia a terapia (Akula et al., 2019; Y.
Zhou et al., 2016), tendo os doentes expostos a esta terapia em média, apenas, cerca de
2,8 meses de vida (Kuo et al., 2016).

Posto isto, torna-se necessario encontrar novas formas de diagnéstico, para que o
HCC seja diagnosticado em estadios iniciais. E igualmente importante a descoberta de
novas abordagens terapéuticas que melhorem o tratamento do HCC. O uso de plantas
medicinais pode ser uma estratégia para encontrar terapias menos invasivas e mais

eficazes, mais preventivas, mais naturais e com menos efeitos secundarios.

1.5 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho é a valorizacdo das plantas do Vale do Cbda, em
especial as que integram a alimentacdo da populacdo local e que tém atividade
hepatoprotetora. Neste sentido, procedeu-se a recolha das plantas e a sua identificagéo,
realizou-se a extracao e a caraterizagdo dos extratos e averiguou-se a atividade antitumoral
dos diferentes extratos obtidos.

O potencial antitumoral foi avaliado utilizando modelos in vitro de HCC, nas linhas
celulares HepG2, HuH7 e Hep3B.

Foram realizados testes de atividade metabdlica celular através de ensaios de
resazurina, testes de morfologia celular seguindo o protocolo May Grunwald-Giemsa, testes
para monitorizar a morte celular através de ensaios de potencial de membrana e ensaios de
stress oxidativo através da quantificacdo das ROS.

Os resultados deste trabalho sobre o R. induratus permitira valorizar a planta através
do conhecimento dos seus compostos quimicos e das propriedades desta na saude
humana. Permitira também perceber se o R. induratus podera vir a ser uma esperanga no
tratamento do HCC.
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2.1 Material Vegetal

2.1.1 Reagentes

Acetonitrilo (99, 9%) para cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) foi
adquirido da Fisher Scientific (Lisboa, Portugal). O acido formico foi adquirido da Panreac
Quimica S.L.U (Barcelona, Espanha). Os padrdes fendlicos forma adquiridos nha
Extrasynthése (Genay, Franca). A agua foi tratada num sistema de purificacdo de agua Milli-
Q (TGI Pure Water Systems, EUA).

2.1.2 Recolha das plantas

Para este trabalho foram usadas plantas inteiras de Rumex induratus Boiss. & Reut.
(R. induratus), colhidas no Vale do Cba (Guarda, Portugal), na Primavera entre margo e
maio de 2021. No laboratério as plantas foram secas em estufa que ndo ultrapassou a
temperatura de 40°C, de forma a garantir que 0Ss compostos naturais ndo fossem
degradados. ApoOs secagem, as plantas foram pulverizadas e mantidas a -20°C até a
extracdo. Foram realizados exemplares de herbario (exemplares testemunho) depositados
no herbario da Universidade de Aveiro), um exemplar testemunho: Mario Pedro Marques
AVE254A, sendo a identificacdo taxondmica da planta confirmada por Rosa Pinho e Lisia

Lopes.

2.1.3 Extracdes

As extracOes foram realizadas com 3 solventes diferentes, agua, etanol a 80% e
etanol a 100%, para obter diferentes compostos da planta.

Na extracdo hidroalcoolica (Et 80%), foi pesado 1g do pulverizado do R. induratus,
gue foi extraida em 30 mL de etanol/agua (80:20 v/v), a uma temperatura de 25°C, com
agitacdo de 150 rotacdes por minuto (rpm) durante 1 hora. O resultante da extracdo foi
filtrado, recorrendo a um kit de filtracdo e a papel de filtro Whatman N° 4. O residuo foi
novamente extraido com a solucdo hidroalcdolica, repetindo-se todo o processo. No final
das 2 extragBes ambos os extratos foram associados originando uma solu¢cdo homogénea.
De seguida os extratos foram evaporados sob vacuo a 50°C num evaporador rotativo (Buchi
R-210 Flawil, Suiga). A fase aquosa foi congelada, liofilizada e posteriormente armazenada
sob condicdes controladas de luz e humidade para analises futuras.

Para a extracdo etandlica (100% etanol) foi utilizado o mesmo procedimento que
para a extragao hidroalcoolica, sendo o solvente da extracdo 30 mL de etanol.

Na infuséo, foram pesadas 2g de pulverizado R. induratus que foi adicionado a 50

mL de &gua destilada fervida (pH 6.6) a 100°C, deixando em repouso durante 5 minutos. As
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amostras foram filtradas sob uma pressdo reduzida (0,22 pm), concentradas num
evaporador rotativo sendo posteriormente congeladas e liofilizadas.

Os liofilizados foram dissolvidos em meio de cultura, no dia em que iam ser
administrados as células. A dissolucéo foi realizada de forma a obter uma solucao stock com
10 mg/ml. Através do stock foram realizadas diluicBes sucessivas, obtendo concentracédo de

400 pg/mL, 200 ug/mL e 50 ug/mL de cada extracéo.

2.1.4 Caraterizacdo dos extratos

O perfil fendlico das amostras foi determinado através da redissolugdo dos extratos
secos em uma solucdo de metanol: dgua (80:20, v/v). A andlise da cromatografia foi
realizada através de LC-DAD-ESI/MSn (Dionex Ultimate 3000 UPLC, Thermo Scientific, San
Jose, CA, USA), sendo realizadas as condigbes descritas em Bessada, Barreira, Barros,
Ferreira & Oliveira (2016) (Bessada et al., 2016).

Foram utilizados comprimentos de onda de 280 nm e 370 nm para a detecdo online
dupla, foi utilizado um espetrometro de massa conectado ao sistema de cromatografia
liguida de alto desempenho (HPLC) através da saida de detec¢édo de matriz de diodos (DAD).
A detecdo do espetrémetro de massa foi realizada em modo negativo, utilizando um
espetrometro de massa Linear lon Trap LTQ XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA)
equipado com uma fonte ESI. A identificagdo dos compostos fendlicos foi realizada através
de compostos padréo, quando disponiveis, através da comparacdo do tempo de retencao,
dos UV-vis, dos espectros de massa, e também, da comparacdo da informag&o obtida com
os dados existentes na literatura, numa tentativa de identificacao.

Para a anadlise quantitativa, com base no sinal de UV foi construida uma curva de
calibragdo para cada padrdo fendlico disponivel. Para os compostos fendlicos identificados
que nao tinham um padréo descrito na literatura, a quantificacdo foi realizada por meio da
curva de calibragdo do padrao mais semelhante disponivel na literatura. Os resultados forma

expressos em mg/g de extrato.

2.2 Material Celular

2.2.1 Linhas Celulares

Os ensaios foram realizados em trés linhas celulares de carcinoma hepatocelular:
células HepG2, HuUH7 e Hep3B. As linhas celulares foram obtidas na American Type Culture
Collection (ATCC).

A linha HepG2 deriva de células de hepatocarcinoma de um doente caucasiano de 15
anos. Esta linha expressa diferentes proteinas como a albumina, transferrina, haptoglobina.

N&o tendo evidéncia da existéncia de genoma do virus de hepatite B.
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A linha Hep3B deriva de células de hepatocarcinoma de um doente com 8 anos de
idade. Esta linha expressa varias proteinas como a alfa-fetoproteina, albumina,
macoglobulina, transferrina e apresenta no genoma celular o genoma do virus de hepatite B,
possuindo antigénios para a hepatite B.

A linha celular HUH7 deriva de células de hepatocarcinoma de um doente japonés de
57 anos. Esta linha celular é semelhante as linhas epiteliais, sendo muito suscetivel ao virus
da hepatite C.

As diferencas entre as trés linhas de hepatocarcinoma é a expressao da proteina P53.
A linha HepG2 apresenta uma expressao normal da proteina, as células HuUH7 possuem
uma sobre-expressao da proteina e a linha Hep3B ndo possui a expressdo da P53
(Rodriguez-Hernandez et al., 2020). Através destas diferencas é possivel perceber qual a
acao dos extratos vegetais e que mecanismos desencadeiam, uma vez que a P53 é uma

das principais moléculas para o desencadeamento da apoptose.

2.2.2 Cultura de Células

As linhas celulares humanas de hepatocarcinoma (HepG2, HuH7 e Hep3B) séo
células aderentes e foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Sigma), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (FBS), 10 mM de HEPES,
12mM de bicarbonato e 1% de antibidticos (100 unidades/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (Gibco, Invitrogen)). Todas as linhas celulares foram mantidas num ambiente
a 5% CO; e com temperatura de 37°C, numa atmosfera humidificada.

As culturas celulares cresceram em frascos de cultura de 75 cm? e foram passadas
quando a confluéncia celular nos frascos era igual ou superior a 80% do frasco. Antes de
executar as passagens, foi avaliada a atividade metabélica celular em cada mL através do
teste de exclusédo de azul tripano.

O azul tripano é um corante vital que apenas penetra nas células, se existirem poros
(menor permeabilidade membranar) nas membranas celulares. Através deste é possivel
identificar células viaveis, onde a membrana esta intacta, ndo permitindo a entrada do azul
de tripano, permanecendo as células transparentes. As células em apoptose avancada e/ou
necrose, onde as membranas ja apresentam poros permitindo a entrada do corante,
apresentam citoplasma azul.

Assim, antes de cada passagem foi adicionado 30 pyL de azul de tripano (Sigma-
Aldrich) a 30 pL de suspenséo celular. Seguidamente foram retirados 30 pL e adicionados a
uma camara de Neubauer ou hemocitémetro, sendo realizada de seguida uma contagem de
células, calculando-se a densidade celular e a viabilidade celular da suspenséo celular.

Para as passagens, o meio de cultura foi aspirado, e foi realizada uma lavagem com

10 mL de PBS, para retirar todo o meio. De seguida foram adicionados 3 mL de tripsina,
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para o destacamento das células do fundo do frasco deixando atuar por 5 minutos dentro da
incubadora. Posteriormente foram adicionados 8 mL de meio, para inativar a tripsina e o

conteudo celular foi homogeneizado e diluido numa propor¢ao de 1/3 nos frascos.

2.3 Ensaios Celulares

Os ensaios celulares realizados foram testes de atividade metabdlica, morfologia
celular, morte celular e quantificagdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) as 24, 48 e
72 horas de incubacéo.

Os ensaios foram realizados nas trés linhas celulares de carcinoma hepatocelular. O
controlo positivo usado foi a cisplatina, para verificar a atividade metabdlica das células. A
cisplatina € um agente téxico para as células, que provoca a apoptose através das ROS. A
cisplatina ao induzir stress oxidativo nas células induz peroxidacao lipidica, delacdo de
grupos sulfidrilos e alteracfes de sinais de transducdo que causam lesdes no DNA, levando
a célula a ser marcada para apoptose. Esta via pode ser ativada pelas ROS em contacto
com a proteina Bax e Ca?* que leva a perda da permeabilidade da membrana mitocondrial,
havendo rutura das mitocondrias. A libertacdo do conteddo mitocondrial deixa o citocromo C
(Cyt C) e a procaspase 9 em contacto com ATP e com o fator de ativagdo de protéase
apoptética 1 (APAF-1), levando a ativacdo da caspase 9, iniciando-se uma cascata de
reacOes, onde caspases como a 3, 6 e 7 sdo ativadas e levam a célula a entrar em apoptose
(Ghosh, 2019).

Outra mecanismo de acdo da cisplatina & através da paragem do ciclo celular nas
fases G1, S, G2, permitindo o reparo do DNA danificado. A cisplatina também ativa quinases
como Chkl e Chk2, impedindo assim a verificagdo do ciclo na fase G e S, provocando o
inicio de um novo ciclo celular com o DNA danificado, levando a existéncia de mutagcfes que

ndo irdo permitir o avanco do ciclo e a célula entrara em apoptose (Ghosh, 2019).

2.3.1 Atividade metabdlica

A atividade metabdlica foi avaliada através do ensaio da resazurina. A resazurina (cor
azul) entra nas células e é metabolizada por desidrogenases (enzimas maioritariamente
mitocondriais), originando resorufina (cor-de-rosa) (Figura 6). Este ensaio permite verificar a
atividade metabdlica das células pois para existir metabolizacdo da resazurina em
resofurina, as células tem de estar viaveis e com capacidade de metabolizacao
(Sittampalam et al., 2016).

Os ensaios foram efetuados em placas de 96 pocgos, foram plagueadas 50 000
células/po¢co num volume de 100 yL de meio DMEM. Apéds 24 horas de incubagdo para

permitir a adesdo das células ao fundo dos pocos, foi adicionado a cada pogo o extrato
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pretendido, bem como a cisplatina nas diferentes concentragfes, realizando triplicados de

cada ensaio.

NADH NAD*
HO. o SO .20 HO e
i o N 2 %2
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X NTNF NANNENF
&
Resazurina Resarufina

Figura 6: Conversdo de resazurina em resorufina. Através de desidrogenases, presentes nas

mitocondrias das células, a resazurina é convertida em resorufina. (Figura adaptada de Sittampalam et al.,
2016).

Passado o tempo de incubacdo pretendido (24h, 48h e 72h) foi retirado o meio e
adicionados 100 yL de meio com 10% de resazurina (10mM) (Sigma-Aldrich) em cada poco,
ficando a incubar a uma temperatura de 37°C e 5% de CO.. A leitura no espetrofotémetro foi
realizada, passado em média 2 horas na linha HepG2 e 3 horas nas linhas HUH7 e Hep3B.
A medicdo da absorvancia foi realizada no espetrofotometro (Synergy ™ HT Multi-Mode
Microplate Reader, BioTek Instruments), com dois comprimentos de onda, 600 nm
(resazurina) e 570 nm (resofurina). Os resultados foram normalizados ao controlo, sendo o

efeito dos extratos vegetais calculado através da férmula:

[A(s70-600yAmostra] — [As70-600yBranco]

Viabilidade Celular (%) = x 100

[A(570_600) Controlo] — [A(570_600)Branc0]

Nesta equagdo o A570 corresponde a absorvancia no comprimento de onda 570 nm e

A600 corresponde a absorvancia no comprimento de onda de 600 nm.

2.3.2 Morfologia Celular

A Morfologia Celular foi realizada usando o corante Giemsa. A morfologia celular € um
ensaio importante, para verificar as alteracGes celulares, permitindo perceber que tipo de
morte celular esta a ocorrer nas células. Entre a apoptose e a necrose existem diferencas

morfolégicas como a diferenca de tamanho celular, a estabilidade membranar, a formacéao
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de corpos apoptoéticos, entre outras. Estas diferencas podem ser observadas através da
morfologia celular.

O corante Giemsa contém eosina e o0 azure B. A eosina cora de vermelho alaranjado
0s componentes alcalinos das células e o azure B cora de vermelho e roxo componentes
bésicos.

Para a morfologia celular foi depositada uma lamela no fundo de cada poco em placas
24 pogos, sendo posteriormente adicionadas 2,5x10° células, perfazendo um volume de 500
UL em cada poco, ficando a incubar durante 24h (para permitir a aderéncia das células a
lamela). Passadas 24h, o meio foi retirado e adicionado novo meio com os diferentes
extratos vegetais deixando incubar durante 24 horas. Apos este tempo foi realizada a
coloracao das células.

Para a coloracgdo foi usado o corante Giemsa. Em cada pog¢o foram adicionados 3 mL
de corante Giemsa (Sigma-Aldrich) diluidos em H,O MQ durante 15 minutos. De seguida o
corante foi retirado e foi realizada uma lavagem com PBS, deixando depois as lamelas a
secar. Depois de secas as lamelas foram retiradas dos pocos e colocadas em laminas.

As laminas foram depois observadas no microscéopio Nikon Eclipse 80i equipado com

uma Nikon Digital Camara DXM 1200 F, numa ampliagédo de 250x.

2.3.3 Morte Celular

A morte celular foi avaliada através do potencial de membrana mitocondrial (AW mi),
realizando ensaios com a sonda 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-
tetraetilbenzimidazolocarbocianina iodeto (JC-1).

O JC-1 é uma molécula catidnica lipofilica, que é usada como sonda, pois ndo é téxica
para as células, porém emite fluorescéncia. Esta atravessa a membrana plasmatica,
entrando nas células em mondémero (emitindo fluorescéncia verde), através do potencial de
membrana das mitocondrias (em células viaveis), os monémeros de JC-1 agregam-se,
ficando em forma de agregados (emitindo fluorescéncia vermelha) (Szilagyi et al., 2006).

Para a realizacdo do ensaio de morte celular, através da sonda JC-1, foram
plagueadas 1,5x10° células em placas de 6 pocos, sendo adicionados 3 mL de meio em
cada poco. ApOs 24h, para permitir a aderéncia das células ao fundo do poco, o meio foi
retirado e foram adicionados 3 mL de meio com cada extrato, nas diferentes concentracoes
ficando a incubar durante 24 horas. Depois deste tempo, o meio foi aspirado e realizada
uma lavagem com 2 mL de PBS. Este foi depois aspirado e adicionados 380uL de tripsina
em cada poco, ficando a incubar durante 5 minutos. Quando houve destacamento das
células do poco, a tripsina foi inativada com 2,6 mL de meio.

Apo6s o destacamento das células, todo o conteudo foi transferido para um falcon e

deixado em repouso durante 30 minutos a 5% CO, e com temperatura de 37°C, numa
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atmosfera humidificada, para permitir que as lesdes realizadas pela tripsina nas membranas
fossem reparadas. Posteriormente, foi distribuido 1 mL de cada falcon para tubos de
citometria, ficando cada um com 5x10° células e foi efetuada uma lavagem com PBS
(adicionar PBS e centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos).

Posteriormente foi realizada a marcacdo com a sonda JC-1. Em cada tubo de
citometria com 5x108 células foi adicionado 1 puL JC-1 (Molecular Probes, Invitrogen) diluido
em dimetilsulfoxido (DMSO) a 5 mM, que incubou durante 15 minutos a 37°C, ao abrigo da
luz. Apés o tempo de incubacéo foi realizada uma lavagem com PBS, para retirar a sonda
gue nédo aderiu. Foi ressuspendido em 500 uL de PBS e posteriormente foi realizada uma
medicdo no espetrofotometro (Synergy ™ HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek
Instruments), no comprimento de onda de 525 nm para os mondémeros e 540nm para 0s

agregados.

2.3.4 ROS
As ROS foram avaliadas através de ensaios de medi¢cdo dos niveis do anido
superoxido e do perédxido de hidrogénio (peroxidos intracelulares) (Pires et al., 2016).

As ROS estdo associadas ao desenvolvimento de células tumorais, uma vez que
provocam alteragdes no DNA, levando a existéncia de mutagfes gendmicas ou oxidando
biomoléculas essenciais para a sobrevivéncia celular. Por outro lado, ROS, também estéo
associados ao desencadeamento da apoptose e a autofagia (Longo et al.,, 2008), sendo
assim um teste importante para perceber os mecanismos desencadeados nas células.

Os ensaios de stress oxidativo foram realizados através de ensaios de citometria de
fluxo, para a realizacdo destes, iniciou-se o plaqueamento de 1,5x10° células em placas de
6 pocgos, sendo adicionados 3 mL de meio em cada pogo. Apés 24h, para permitir a adeséo
das células ao fundo do poco, o meio foi retirado e adicionados 3 mL de meio com cada
extrato, nas diferentes concentragbes ficando a incubar durante 24 horas. Depois deste
tempo, o meio foi aspirado e realizada uma lavagem com 2 mL de PBS. Este foi depois
aspirado e adicionados 380uL de tripsina em cada pocgo, incubando durante 5 minutos.
Quando houve destacamento das células do poco, a tripsina foi inativada com 2,6 mL de
meio.

Apos o destacamento das células, todo o contetdo foi transferido para um falcon e
deixado em repouso durante 30 minutos a 5% CO, e com temperatura de 37°C, numa
atmosfera humidificada, para permitir que as lesdes realizadas pela tripsina nas membranas
fossem reparadas. Posteriormente foi distribuido 1 mL de cada falcon para tubos de
citometria, ficando cada um com 5x10° células, foi efetuada uma lavagem com PBS
(adicionar PBS e centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos). Foram posteriormente

realizadas as marcacao especificas com as diferentes sondas de citometria de fluxo.
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2.3.4.1 Avaliacédo dos niveis do anido superoéxido

Os niveis do anido superdxido (O27) foram medidos através da sonda Diidroetidio
(DHE). O DHE é uma sonda nao fluorescente, de cor azul que entra por difusdo na
membrana celular. No interior da célula, na presenca de O, € oxidado, originando etidio
(composto com fluorescéncia vermelha) (Figura 7) este intercala-se com o DNA, ficando

aprisionado no espaco intracelular (Fan & Li, 2014).
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Figura 7: Estrutura quimica do hidroetidio e do etidio. Converséo realizada na presenca de ROS como

0 anido superoxido (adaptada de Zhao et al., 2003).

Para a marcacdo com a sonda DHE, em cada tubo de citometria com 5x10° células
foram adicionados 2 uL DHE (Sigma-Aldrich) diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) a 1mM
gue incubou durante 15 minutos a 37°C, protegidos da luz. Apos o tempo de incubacgéo foi
realizada uma lavagem com PBS, para retirar a sonda que nao aderiu. Foi ressuspendido
em 500 pL de PBS e posteriormente foi realizada uma medicdo no espetrofotometro
(Synergy ™ HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek Instruments), no comprimento de
onda de 620 nm.

2.3.4.2 Avaliacao dos niveis do superéxido de hidrogénio

Além do anido superéxido, também foi analisada a presenca de superédxido de
hidrogénio (H20;) através do teste com Diclorodihidrofluoresceina (DCFH,DA).

O DCFH,DA (nao fluorescente) € uma molécula que atravessa livremente a membrana
celular, sendo hidrolisado, por esterases, enzimas intracelulares, originando DCFH,. A
presenca de peroxidases celulares e H»O,, levam a oxidacdo do DCFH; originando 2'-7'-

diclorofluoresceina (DCF) que emite uma fluorescéncia verde (Figura 8).
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Figura 8: Detecdo de peroxido de hidrogénio através da oxidagdo DCFH,DA em DCF. O
DCFH;DA (nao fluorescente) difunde-se na membrana celular, sendo hidrolisado em DCFH2 por esterases. Em

contacto com peroxidos origina DFC. (adaptada de Gomes et al., 2005).

Para a marcacdo com a sonda DCFH,DA, em cada tubo de citometria com 5x10°
células foi adicionado 1 pyL de DCFH,DA (Molecular Probes, Invitrogen) diluido em
dimetilsulféxido (DMSQO) a 1mM que incubou durante 45 minutos a 37°C, protegidos da luz.
Apo6s o tempo de incubacao foi realizada uma lavagem com PBS, para retirar a sonda que
nao aderiu. Foi ressuspendido em 500uL de PBS e posteriormente foi realizada uma
medicdo no espetrofotometro (Synergy ™ HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek

Instruments), no comprimento de onda de 525 nm.

2.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no GraphPad Prism edicdo 7 (version 7.04 for
Windows; GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Foi realizado o teste Kruskal-
Wallis, para assegurar a normalidade do dados. Quando esta foi confirmada foram
realizadas ANOVAS, quando a normalidade n&o foi confirmada foi realizado o teste n&o
paramétrico de Dunnet’s para comparar os resultados entre horas e entre concentracdes
com o controlo dentro do mesmo tratamento.

Os resultados representam a média de 3 ensaios independentes. Expressam a média
+/- SD dos ensaios independentes, sendo identificadas em cada figura as diferencas

significativas.
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A caraterizacdo dos extratos de R. induratus identificou oito compostos fendlicos, dos
quais trés sao acidos cafeoilquinicos, trés sao luteolinas, uma quercetina e uma apigenina.
Os trés extratos apresentam o0s oito compostos fendlicos, porém a quantidade de cada
compostos € variavel.

O extrato etanodlico é o que apresenta uma maior quantidade de compostos fendlicos
(244,31+9 mg/g de extrato), sendo a infusdo a que apresenta menor quantidade destes
compostos (154,08+2 mg/g de extrato). Ambos os extratos com etanol, apresentam valores
superiores de luteolina, sendo que o extrato etandlico possui 229,95 mg de luteolinas,
representando 94% compostos fendlicos totais do extrato e no extrato hidroalcodlico existem
166,60 mg de luteolinas, representando 92% dos compostos fendlicos totais. A infusdo
apresenta o menor valor de 142,20 mg de luteolinas, representando 92% de extrato.

A luteolina-6-C-glucosido é o composto que apresenta maior quantidade em todos os
extratos, representando mais de 50% dos compostos de todos os extratos. No extrato
etandlico € o composto com maior quantidade, representando 132,40+4,6 mg/g de extrato,
imediatamente seguido pela luteolina-O-pentosil-C-hexosido que apresenta 96.50 mg/g de
extrato (40% do extrato). O composto fendlico menos representado neste extrato foi a
luteolina-7-O-rutinosideo.

A infusdo é o extrato com menor quantidade de compostos fendlicos, porém é o
extrato que apresenta uma maior quantidade de hexosido de acido cafeico (1,39+0,01
mg/g). No extrato hidroalcodlico, os valores da quantificacéo ficam entre os da infusdo e os

do extrato etandlico, apresentando 179,59+3 mg/g de extrato de compostos fendlicos totais.

3.2 Ensaios biolégicos
3.2.1 Ensaio com cisplatina

O efeito da cisplatina, no metabolismo celular das diferentes linhas esta representado
na Figura 9. Este ensaio foi realizado, na perspetiva de perceber se as células se
encontravam sensiveis aos tratamentos. Como se pode observar na Figura 9, a cisplatina
induziu diminuicdo da atividade metabdlica de modo dependente da concentracdo, do tempo
e da linha celular. Entre as trés linhas celulares a mais sensivel a cisplatina foi a HepG2
apresentando o valor mais baixo (8,06%) de atividade metabdlica as 72h na concentragéo
de 15 pg/mL, seguindo-se a HuH-7 (9,36%); sendo a linha celular Hep3B (15,77%) a menos
sensivel a cisplatina.

Na linha celular HepG2 (Figura 9A) existe uma grande diminuicdo da atividade
metabolica até as 48h, havendo uma estabilizacdo entre as 48h e as 72h. As 72 horas o ICso
das HepG2 foi de 8,03+SD pg/mL. A linha HuH-7 (Figura 9B) foi a que apresentou menor
diferenca entre os tratamentos as 24h, havendo uma grande diminuicdo da atividade

metabdlica as 48 e 72h de todas as concentrac¢des, sendo o ICsp no Ultimo tempo de ensaio
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de 6,97xSD pg/mL. Por fim a linha Hep3B (Figura 9C), sendo a menos sensivel a cisplatina,
apresenta os valores mais altos de atividade metabdlica em todos os pontos, bem como o
ICs0 as 72h de 9,32+SD ug/mL.
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Figura 9: Curva dose-resposta da cisplatina nas linhas celulares HepG2 (A), HuH-7 (B) e Hep3B
(C). Os dados sdo expressos em percentagem de atividade metabdlica (%) normalizada ao controlo,
representado a média + SD de 3 experiéncias independentes. A andlise estatistica foi realizada usando o teste
de comparagdo multiplas de Dunnet’s, sendo * diferencgas significativas entre as diferentes concentra¢des para o
mesmo tempo de incubacéo e $ diferencas significativas ao longo do tratamento. Sendo */$ p<0.05, **/$$ p<0.01
e **/$$$ p<0.001. Os $ a direta dos gréaficos representam que todos os tempos de incubacdo apresentam

diferencas significativas entre si.
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3.2.2 Ensaio com os extratos vegetais
Os trés extratos de R. induratus: a infusdo, o extrato hidroalcodlico e o extrato

etandlico foram testados nas trés linhas celulares de carcinoma hepatocelular, pelo teste da
resazurina, sendo os resultados apresentados na Figura 10 (infusé@o), Figura 11 (extrato
hidroalcodlico) e Figura 12 (extrato alcodlico).

A infuséo (Figura 10) diminui a atividade metabdlica em todas as linhas celulares as
24h havendo posteriormente um aumento. A concentracdo superior da infusdo (400ug/mL),
as 24h, induziu uma diminuicdo significativa da atividade metabdlica nas células HepG2
(p<0,01), nas HuH7 (p<0,05) e nas Hep3B (p<0,05) em compara¢cdo com o controlo do
mesmo tempo. Esta reducdo na linha HepG2, representa o valor mais baixo da atividade
metabdlica de todo o estudo, representando 83,93% da atividade metabdlica. Na linha
Hep3B e HuH7, a mesma concentragdo induziu uma atividade metabdlica de 84,43% e
88,97%, respetivamente, sendo os valores mais baixos em ambas as linhas. As 72h, a linha
HuH7 apresentou a atividade metabdlica mais baixa (94,33%) desta hora de todas as linhas,
sendo esta induzida pela concentragdo de 400ug/mL da infuséo.

O extrato hidroalcodlico (Figura 11), diminuiu ligeiramente a atividade metabdlica das
linhas HepG2 e HUH7, aumentando nas horas seguintes, sendo que na linha HuH7 nenhum
dos valores as 48h e 72h foi superior ao controlo. Contudo a linha celular Hep3B diminuiu
significativamente a atividade metabdlica celular as 24h nas duas concentra¢des mais altas,
apresentando as 72h os valores mais baixos de atividade metabdlica para o extrato
hidroalcodlico.

Adicionalmente, no extrato etandlico (Figura 12), também as linhas celulares HepG2,
e HuH7, ndo apresentaram diferengas significativas da atividade metabdlica depois de
expostas aos extratos. Porém na linha celular Hep3B, a concentracdo de 200 ug/mL, revelou
ser a mais toxica as 24h, induzindo um valor significativamente mais baixo (p<0,05) da
atividade metabdlica em comparagdo com os valores as 48 e72h.

A reducdo da atividade metabdlica revela ser dependente do extrato e da
concentracdo, sendo a infusdo o extrato mais toxico e a concentragdo de 400 pg/mL a que
induz menor atividade metabdlica. Nas linha celulares, a Hep3B revelou ser a linha celular

mais sensivel podendo existir uma correlagdo com a inexisténcia da expressao da P53.
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Figura 10: Curva dose-resposta da infusdo nas linhas celulares HepG2 (a), HuH7(b),
Hep3B (c). Os dados sdo expressos em percentagem de atividade metabdlica (%) normalizada ao
controlo, representado a média + SD de 3 experiéncias independentes. A analise estatistica foi realizada
usando o teste de comparagédo multiplas de Dunnet’s, sendo * diferencas significativas entre as diferentes
concentragBes para 0 mesmo tempo de incubacao e $ diferengas significativas ao longo do tratamento.
Sendo */$ p<0.05, **/$$ p<0.01.
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Figura 11: Curva dose-resposta do extrato hidroalcodlico nas linhas HepG2 (a), HuH7 (b),
Hep3B (c). Os dados sdo expressos em percentagem de atividade metabdlica (%) normalizada ao
controlo, representado a média + SD de 3 experiéncias independentes. A andlise estatistica foi realizada
usando o teste de comparagado multiplas de Dunnet’s, sendo * diferencas significativas entre as diferentes
concentragdes para 0 mesmo tempo de incubacédo e $ diferencas significativas ao longo do tratamento.
Sendo * p<0.05, e $$$ p<0.001.
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Figura 12: Curva dose-resposta do extrato alcodlico da linha HepG2 (a), HuH7 (b), Hep3B
(c). Os dados sdo expressos em percentagem de atividade metabdlica (%) normalizada ao controlo,
representado a média + SD de 3 experiéncias independentes. A analise estatistica foi realizada usando o
teste de comparacdo multiplas de Dunnet’s, sendo * diferencas significativas entre as diferentes
concentragdes para 0 mesmo tempo de incubacédo e $ diferencas significativas ao longo do tratamento.
Sendo $ p<0.05.
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3.3 Morfologia Celular
A atividade metabdlica das células foi pouco afetada a exposi¢do dos extratos.

Porém existem outros métodos para verificar se os extratos induziram alguma
alteracdo celular. A morfologia celular permite identificar mudancas nas estruturas
celulares, como a expansdo ou contracdo do citoplasma, formacdo de corpos
apoptéticos, ruturas na membrana plasmatica entre outras. Estas alteracdes
morfoldgicas permitem avaliar se 0s extratos induzem morte celular e qual o
mecanismo de morte envolvido. A morfologia celular foi observada nas trés linhas
celulares: HepG2 (Figura 13), HUH7 (Figura 14) e Hep3B (Figura 15) com a infuséo e
0 extrato hidroalcodlico (80% etanol).

Os resultados da morfologia celular apresentam diferencas entre o controlo e os
diferentes tratamentos, havendo pequenas varia¢cdes da condensacdo dos nucleos e
do tamanho celular. Na linha HepG2 (Figura 13) ndo existiu alteragdo da morfologia
celular entre os diferentes tratamentos, contudo na linha HuH7 (Figura 14) as duas
concentracdes mais baixas da infuséo, induziram condensacgéo dos nucleos. Na linha
Hep3B (Figura 15), as duas concentracdes mais altas do extrato hidroalcodlico

induziram contracao celular.
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Figura 13: Morfologia das células HepG2. Coloragéo das laminas com o corante Giemsa para
observacéo da morfologia celular induzida pela infusdo e pela extragcao hidroalcéolica. As laminas foram
observadas num microscopio de 6leo de emersdo com ampliagdo de 250x. As imagens representam

uma réplica.
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Figura 14: Morfologia das células HuH-7. Coloragéo das laminas com o corante Giemsa para
observacdo da morfologia celular induzida pela infusdo e pela extracdo hidroalcélica-Et80%. As
laminas foram observadas num microscopio de 6leo de emersdo com ampliagdo de 250x. As imagens

representam uma réplica.
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Figura 15: Morfologia das células Hep3B. Coloragdo das laminas com o corante Giemsa para
observacéo da morfologia celular induzida pela infusdo e pela extracédo hidroalcélica. As laminas foram
observadas num microscépio de 6leo de emersao com ampliagdo de 250x. As imagens representam

uma réplica.
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3.4 Morte Celular

A morte celular foi avaliada através do potencial de membrana, com recurso a
sonda JC-1, nas trés linhas celulares, HepG2 (Figura 16a), HuH7 (Figura 16b) e
Hep3B (Figura 16c¢). A razdo mondémeros/agregados de JC-1, tem uma relacéo
diretamente proporcional com o potencial de membrana, assim um aumento da razdo
mondmeros/agregados reflete um aumento da despolarizacdo da membrana
mitocondrial, estando este associado com uma menor viabilidade celular.

Na linha celular HepG2 (Figura 16a), a exposicéo aos dois extratos, aumentou a
razdo mondmeros/agregados, sendo que todas as concentragdes dos dois extratos
induziram aumento da razdo para valores superiores ao controlo. A exposicdo a
infusdo, demonstrou que o aumento da concentracdo induz um aumento da
despolarizagdo da membrana. A exposicdo celular da linha HepG2, ao extrato
hidroalcodlico, ndo demonstrou um padrdo em relacdo as concentracbes, porém a
concentracdo de 200ug/mL apresenta um aumento de 1,80 vezes comparando ao
controlo.

Por outro lado, na linha HuH7 (Figura 16b), ambos os extratos induziram a
alteracdo do potencial, existindo uma tendéncia de aumento da despolarizagédo
conforme o aumento das concentragdes dos extratos. A concentragao 400ug/mL da
infus@o e do extrato hidroalcoélico induziram a maior razdo, logo o menor potencial de
membrana, sendo que esta é 1.75 vezes superior ao controlo. A linha Hep3B (Figura
16c¢) foi a que apresentou valores da razao mais baixos, tendo os dois extratos uma

tendéncia para diminuicdo do potencial perante o aumento das concentragées.
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Figura 16: Potencial de membrana em células HepG2, HuH7 e Hep3B. Os dados s&o
expressos pela razdo entre os monémeros/agregados, representado a média + SD de 3 experiéncias
independentes. As andlises estatisticas foram realizadas tendo como comparagdo o controlo de cada
linha celular, foi usado o teste de comparagdo miltiplas de Dunnet's. O * representa diferengas

significativas entre a concentrac¢éo e o controlo.
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3.5 ROS
A quantificagdo das ROS nas linhas celulares foi analisado através de dois

parametros, os niveis de anido superéxido (Figura 17) e de peroxidos intracelular
(Figura 18) nas linha celular HepG2, HUH7 e Hep3B.

Niveis de Aniao superéxido
(MIF)
*

Infusao (ng/mL) 0 50 200 400 0 0 0
Et. 80 % (pg/mL) 0 0 0 0 50 200 400

b

Niveis de Aniao superéxido
(MIF)

Infusao (pg/mL) 0 50 200 400 0 0 0
Et. 80 % (ng/mL) 0 0 0 0 50 200 400

Niveis de Aniao superéxido
(MIF)

Infusao (ng/mL) 0 50 200 400 0 0 0
Et. 80 % (ng/mL) 0 0 0 0 50 200 400

Figura 17: Niveis de Anido superoxido em células HepG2, HuH7 e Hep3B. Os dados séo
expressos pela média de intensidade de fluorescéncia (MIF), representado a média + SD de 3
experiéncias independentes. As analises estatisticas foram realizadas tendo como comparagéo o controlo
de cada linha celular, foi usado o teste de comparagdo multiplas de Dunnet’s. O * representa diferencas
significativas entre a concentragdo e o controlo. Sendo * p<0.05 e *** p<0.001.
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Figura 18: Niveis de Peréxido em células HepG2, HuH7 e Hep3B. Os dados s&o expressos
pela média de intensidade de fluorescéncia (MIF), representado a média + SD de 3 experiéncias
independentes. As andlises estatisticas foram realizadas tendo como comparacédo o controlo de cada
linha celular, foi usado o teste de comparacdo mdltiplas de Dunnet’s. O * representa diferengas

significativas entre a concentragéo e o controlo. Sendo * p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001.

Os niveis de anido superoxido sdo diretamente proporcionais a concentracao

dos extratos.
Nas células HepG2 (Figura 17a), o extrato hidroalcodlico induziu niveis de anido
superéxido superiores a infusdo, tendo as concentragfes mais altas induzido

aumentos significativos (p<0,001) em comparacdo ao controlo. Na linha celular HuH7
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(Figura 17b), ambos os extratos induziram um aumento dos niveis do anido
superoxido nas células conforme o valor das concentracdes era maior, apresentando a
concentracdo de 400 pg/mL do extrato hidroalcodlico um aumento significativo
(p<0,05) dos niveis do anido superoxido. A linha celular Hep3B (Figura 17c) foi a que
apresentou as maiores variacdes, a concentragdo de 50 pug/mL induziu niveis de anido
superoxido superiores as outras concentracfes da infusdo, existindo uma tendéncia de
aumento dos niveis de anido proporcional ao aumento da concentragao.

Os niveis de peroxido intracelular variaram nas trés linhas celulares, porém é
possivel verificar uma tendéncia em que as concentragfes tém uma relacdo inversa
aos niveis de peréxido, quanto menor a concentragdo maior os niveis de peroéxido.

A linha celular HepG2 (Figura 18a) foi a linha que apresentou valores mais
baixos de perdxidos, tendo a concentragdo de 50 e 200 pg/mL reduzido
significativamente (p<0,05 e p<0,01, respetivamente) os niveis de perdxido nas
células. O extrato hidroalcodlico nas células HepG2 induziu uma redugéo significativa
(p<0,001) nos niveis de perdoxidos na concentracdo de 200 pg/mL em relagdo ao
controlo.

Na linha celular HUH7 (Figura 18b) foi observado, para ambos os extratos, que
um aumento da concentracdo induziu uma diminuicdo dos niveis de peroxidos nas
células. Em ambos os extratos todas as concentragdes apresentam valores inferiores
ao controlo. Nas concentracbes mais altas da infusdo e do extrato hidroalcodlico
existiu uma diminuigdo significativa (p<0,01 e p<0,05, respetivamente) em comparagéo
ao controlo.

Na linha celular Hep3B (Figura 18c), em ambos o0s extratos, todas as
concentracbes apresentaram valores proximos do controlo sendo que as
concentracdes de 200 e 400 ug/mL do extrato hidroalcodlico apresentaram os valores
mais baixos dos niveis de perdxidos para esta linha celular.

Os resultados das ROS demonstram um padréo de reducéo do anido superéxido

e um aumento dos niveis do perdxidos intracelulares.
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Os resultados deste estudo revelam que os extratos de Rumex induratus Boiss.
& Reut. (R. induratus) induziram uma diminuicdo da atividade metabdlica celular pouco
significativa, sendo que, esta so foi verificada nas primeiras 24 horas de incubacao.
Porém, ao realizar estudos mais sensiveis foi possivel perceber que mesmo nao
existindo uma diminuicado significativa da atividade metabdlica nas células, os extratos
modificaram alguns fatores intracelulares.

Através da quantificacéo das ROS, especificamente, do anido superoxido e dos
peroxidos, em particular, o peroxido de hidrogénio, foi percetivel que as células
tratadas com 0s extratos vegetais apresentaram concentracdes mais elevadas destes
ROS do que as células ndo tratadas. Consequentemente o aumento de ROS pode
provocar alteracbes nas células nomeadamente lesdes nas membranas celulares,
peroxidacao lipidica entre outras.

A exposicdo das células a infuséo e ao extrato hidroalcodlico aumentou a razéo
monémeros/agregados de JC-1, ou seja, o potencial de membrana diminuiu, sendo
esta diminuicdo um indicio de que os extratos poderao induzir algum efeito citotéxico.

As alteracbes intracelulares referidas anteriormente, também podem ser
observadas na morfologia celular, onde as células HuH7 e Hep3B apresentaram
morfologia associada a apoptose, como a diminuicdo do tamanho celular provocado

pela contragdo do citoplasma e os nucleos mais condensados.

4.1 Caraterizacdo dos extratos

A caraterizacdo dos extratos foi exclusiva para os compostos fenolicos pois
estes sdo antioxidantes naturais, sendo assim moléculas importantes para a alteragcao
do estados das espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células. Dentro dos
compostos fendlicos, os flavondides sdo os que se encontram em maior quantidade
nos extratos de R. induratus. Os flavonoides no interior das células podem interagem
com as ATPases mitocondrial e da membrana plasmatica, proteinas cinases Ae C e
topoisomerase ao ligarem-se ao local ativo do ATP (Bonfili et al., 2008).

O composto fendlico mais representado em
todos os extratos de R. induratus € a luteolina (Figura
19). A luteolina é um flavonéide com um elevado
potencial antioxidante que apresenta atividade toxica

em diversas neoplasias, como no cancro da mama,

colén, pancreas, prostata, cérebro (glioblastoma), rigyra 19: Estrutura quimica da
pulmdes, rins, ovarios, pele e figado (Imran et al., |yteolina (adaptada de Imran et al.,

2019). No figado, a combinacdo de luteolina (20 uM) 2019).
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com 5-fluorouracilo (5-FU) testada nas células HepG2, aumentou a razdo BAX/BCL: e
a expressdo da P53 induzindo apoptose por via intrinseca (Xu et al., 2016). Isolada, a
luteolina, também induz apoptose nestas células por ativagdo das vias PISK-AKT, NF-
kB e MAPK/ERKs. A ativacdo da BAX e da P53 e a inibicdo da BCL-XL levam ao
aumento de ROS, bloqueando o ciclo celular na fase G;. Este sequestro ativa a
caspase 8, aumentando os niveis de apoptose e reduzindo a angiogénese e a
metastizagdo (Imran et al., 2019), sendo o ICs da luteolina isolada as 24h igual a 89,7
MM e as 48h igual a 58,4 uM (Xu et al., 2016).

O acido cafeico (Figura 20) é o segundo composto mais representado nos
extratos de R. induratus. E um composto fendlico presente em muitas plantas que
apresentam propriedades anti-inflamatéria, antiviral e anticancerigenas (Yang et al.,
2019). 0

O écido cafeico induz a perda de integridade  H()
da membrana mitocondrial e posteriormente a ]l - N OH

apoptose, conduzindo a reducdo do tamanho dos HO L

Figura 20: Estrutura quimica

tumores de carcinoma hepatocelular (HCC) em

ratos. A interacdo do &cido cafeico com as células
do acido cafeico (adaptada de

Brautigan et al., 2018).

induz lesbes na membrana mitocondrial e
posteriormente apoptose. O &cido cafeico, isolado,
esta associado a diminuicdo da inflamacdo do tumor, através do controlo da producéo
de citoquinas (Brautigan et al., 2018). Além das propriedades antitumorais, o AC
também possui propriedades hepatoprotetora, protegendo o figado da exposigdo
alargada de toxicos (Janbaz et al., 2004).

A gquercetina (Figura 21) é um flavondide presente em muitas plantas, frutas e
vegetais incluindo o R. induratus. Este flavondide
inibe o crescimento de diferentes cancros como: o
hepatico, o colorretal, 0 mamario e o gastrico, através

da reducdo da expressdo de oncogenes (Tang et al.,

2020).

A quercetina promove a apoptose, inibe a

Figura 21: Estrutura quimica da

guercetina (adaptada de Tang et al.,
angiogénese e a metastizagdo no HCC in vitro. Nas  5p,0).

células HepG2, a quercetina reduz a expressdo da ciclina D1, esta € um proto-
oncogene que promove a proliferagdo celular (J. Zhou et al., 2017). Além da atividade
citotbxica demonstrada para diversos cancros, a quercetina também apresenta
atividade hepatoprotetora, através dos canais de célcio. Esta bloqueia os canais

impedindo a entrada de toxicos (Janbaz et al., 2004).
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A apigenina (Figura 22) é outro dos compostos identificados nos extratos de R.
induratus, esta promove a apoptose nas células tumorais, através da regulacdo da
expressao de RNA mensageiros (MRNA) da caspase 3, 8 e da TNF-a. A ativacao de
vias de sinalizacdo como NF-kB, P105/P50, PI3K e AKT induz alterac6es da atividade
das cinases e a ativacdo de proteassomas (Imran et al., 2020).

No HCC, a apigenina combinada com 5-FU
aumenta os niveis de ROS intracelulares, reduz o HO
potencial de membrana mitocondrial, ativando a

apoptose por via mitocondrial. A ativacdo da apoptose

€ comprovada pela perda de potencial de membrana

. . . Figura 22: Estrutura quimica
mitocondrial e a menor expressdo de BCL-2, g d

da apigenina (adaptada de Imran

ativagdo de caspase 3 e da poly-ADP ribose
et al., 2020).

polymerase (PARP) (Hu et al., 2015).

A apigenina nas células HepG2 estd diretamente ligada a NADPH oxidase.
Quando esta enzima esta ativa e as células sdo expostas a apigenina existe formacao
de ROS que posteriormente ativam a apoptose. A apigenina através da via
PLC/PRF/WAF1 leva ao aumento de P21/WAF1 e P53 causando o bloqueio do ciclo
celular na fase G2/M e por sua vez a inibigdo do tumor (Imran et al., 2020).

Os compostos fendlicos presentes nos extratos de R. induratus e identificados
previamente, levam ao aumento de ROS nas células (luteolina e apigenina) e a
alteracdo do potencial de membrana (AC), todos provocam a diminuicdo da atividade
metabdlica celular em células HCC, porém as concentra¢cfes ndo séo as replicadas no
presente estudo e em alguns casos foi utilizado o composto natural conjugado com
outro composto ou farmaco.

Nem todos os efeitos descritos para cada composto, sdo verificados neste
estudos, porém os efeitos referenciados foram em muitos casos, realizados com 0s
compostos isolados, onde a concentracdo dos composto € superior a encontrada

numa extracao, existindo assim um acréscimo na agdo do composto.

4.2 Ensaio biolégicos

Os resultados da cisplatina demonstram concordancia com estudos anteriores
(Zhang et al., 2010), sendo verificado que o aumento da concentracdo de cisplatina
reduziu a atividade metabdlica. Através da cisplatina, o controlo positivo do estudo, foi
verificado que as células estdo sensiveis, validando assim os resultados obtidos neste

trabalho.
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Os resultados mostram que as 24h foi o tempo onde os extratos foram mais
téxicos, diminuindo a toxicidade nos tempos seguintes. Este resultado pode indicar
que o extrato vegetal de R. induratus se degrada ao longo do tempo por estar em
contacto com outros componentes ou ser degradados por enzimas intracelulares.

Os diferentes extratos provocaram toxicidades diferentes nas células. O extrato
que levou a um maior decréscimo de atividade metabdlica foi a infusdo. A maior
toxicidade provocada pela infusdo nédo esta relacionada com os compostos fendlicos
extraidos uma vez que esta extragdo apresentou 0S mesmoOS compostos que as
extracdes com etanol. A concentragcdo dos compostos fendlicos também nédo estara
relacionada com a maior toxicidade induzida pela infusdo uma vez que a infusdo
apresentou o valor mais baixo de compostos fendlicos totais.

Tukappa et al, realizou estudos em que usou extrato metanolico de R. vesicarius,
em células de hepatocarcinoma. Esta extracdo apresenta compostos como 8-C-
glucosil-luteolina, 6-C-hexosil-quercetina, 3-O-rutinosil-quercetina (El-Hawary et al.,
2011) que s@o compostos fendlicos muito semelhantes ao encontrados no extrato de
R.induratus. O extrato de R. vesicarius induziu em células HepG2 um ICsy de
563,88+0,80 pg/ml (Asha Tukappa et al., 2015), ou seja uma concentragdo bastante
elevada em comparacdo ao estudo realizado neste trabalho, onde a concentracdo
mais elevada foi de 400 pg/ml. Assim um estudo com concentragfes mais elevadas
dos extratos pode levar a obtengéo de resultados com toxicidade celular superior.

A atividade metabdlica foi diferente nas trés linhas celulares, perante os
resultados e atendendo que a linha HepG2 apresenta uma expressao normal da P53,
as células HuH7 apresentam uma sobre expressdo da proteina e a linha Hep3B néo
apresenta expressao da P53 (Rodriguez-Hernandez et al., 2020), a infusdo parece
apresentar um efeito mais téxico quando a expressdo da P53 € mais baixa e os
tempos de exposigdo sédo baixos. Conforme o tempo de exposi¢gdo aumenta, o efeito
téxico da infusdo é mais notado em células onde existe uma sobreexpressao da P53
(as 72h, a linha celular HUH7 induziu a menor atividade metabdlica).

A P53 regula o equilibrio entre BAX/BCL2, estando assim associada a regulacéo
da apoptose por via intrinseca. Quando o equilibrio BAX/BCL2 deixa de existir o
potencial de membrana é desregulado, existindo a libertacdo do citocromo C das
mitocébndrias para o citoplasma. O citocromo ¢ ativa a caspase 3, provocando a
divisdo do PARP em P89 e P24, estas duas proteinas fragmentam o DNA e induzem a
apoptose. Esta via pode ser ativada pela alteracdo do potencial de membrana que
pode ser induzido pelas ROS (Xu et al., 2016).
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As ROS existem naturalmente nas células, sendo produtos de diversos
mecanismos celulares como a respiracdo mitocondrial, em associacdo com a NADPH
oxidase nas membranas celulares, em comunicacdo com enzimas nos peroxissomas e
no enrolamento de proteinas no reticulo endoplasmatico (Srinivas et al., 2019).

As ROS sdo essenciais para as células realizarem diferentes funcBes. Em
concentracdes baixas, os ROS possuem func¢des de sinalizac&o de vias, 0 aumento da
sua concentracao intracelular provoca efeitos citotoxicos celulares como a lesao de
macromoléculas e lesbes no DNA (Mittler, 2017; Srinivas et al., 2019). Porém quando
as concentragcdes sdo muito elevadas, despontam a ativacdo de apoptose ou necrose.

Concentracdes elevadas das ROS, que variam de célula para célula, podem
desencadear vias intrinsecas de apoptose. O aumento de ROS intrinsecas leva a
abertura de poros na membrana mitocondrial externa, levando a libertacdo do
citocromo ¢ de dentro da mitocondria para o citoplasma. No citoplasma, este, contacta
com a APAF-1 levando ao desencadeamento de uma cascata de reagfes que ativam
diversas caspases, incluindo a 3 e 9 (Figura 23). Quando as caspases sao ativadas,
sédo desencadeadas reagfes proteoliticas que conduzem a morte celular. A perda de
citocromo ¢ nas mitocdndrias leva a um aumento do anido superéxido (O27), pois
diminui a velocidade da cadeia respiratoria, diminuindo o consumo de O (Turrens,
2003).

As ROS através de enzimas antioxidantes sdo mantidas em concentracdes
estaveis para permitirem a execu¢do das suas fungdes como segundos mensageiros,
mas sem que provoquem lesdes nas células. Assim, enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase tem como funcdes
manterem as concentragfes de ROS baixam nas células. Assim estas metabolizam as
ROS em espécies menos reativas, como o superoxido que € transformado em
peroxido de hidrogénio (H.0,) através da superéxido dismutase. O H,O,, por sua vez,
€ metabolizado pela catalase ou decomposto pela glutationa peroxidase de forma a
nao ser téxico para as células. O°'OH acaba por ser utilizado em outros processos de
reducdo do citocromo ¢ (Miwa & Brand, 2003; Turrens, 2003).

Mediante os resultados obtidos, existe um aumento parcial do anido superoxido
conforme o aumento da concentracdo dos extratos, sendo estes dados corroborados
pelo aumento da permeabilidade da membrana. Estes resultados estédo de acordo com
trabalhos anteriores, onde o aumento de ROS, provoca uma maior despolarizacédo da
membrana mitocondrial 0 que leva ao desencadeamento da apoptose das células, e

consequentemente diminuindo a viabilidade celular (Kiraz et al., 2016).
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Figura 23: Vias de apoptose. A imagem representa a via extrinseca e intrinseca da apoptose

(adaptada de Kiraz et al., 2016).

O aumento de O,", ndo esta diretamente ligado a diminuicdo do potencial de
membrana, como foi demonstrado, em 2003, por Turrens, uma vez que hao existe
relacdo direta de todas as concentragfes entre o potencial e a quantidade do O
(Turrens, 2003), tal como a diminuicdo da quantidade de peréxidos também néo era
esperada. Perante estas observagfes pode ser questionado se as atividades das
enzimas antioxidantes foram potenciada ou inibidas pelos extratos de R. induratus,
especialmente a superéxido dismutase e a catalase que metabolizam estas duas
espécies de oxigénio.

O aumento das ROS intracelulares levam a modificagdes tanto no potencial de
membrana mitocondrial como na morfologia celular uma vez que através das
mitocébndria podem ser ativadas vias de apoptose.

As alteracbes do potencial de membrana induzidas pelos extratos de R.
induratus foi verificado neste estudo. O JC-1 ao ser integrado nas células e dado o
potencial de membrana mitocondrial, existe a agregacdo do JC-1 e 0 seu
enclausuramento no interior da mitocéndria. No citoplasma como o potencial € mais

baixo o JC-1 ndo forma agregados. Um estado viavel das mitocéndrias reflete um
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estado de proliferacdo celular. Quando existe uma perda do potencial de membrana
mitocondrial é desencadeada a apoptose. Assim uma diminuicdo do potencial, ou seja
uma aumento da relacdo mondmeros/agregados estd associada a inducdo da
apoptose (Perelman et al., 2012).

Os resultados obtidos revelam um aumento da razdo mondmeros /agregados em
todas as linhas, ou seja, um aumento da despolarizacdo da membrana mitocondrial.
Os resultados néo séo significativos, mas a existéncia de uma tendéncia de aumento
da despolarizagdo pode revelar que as células iniciaram processos de apoptose
quando expostas ao extrato de R. induratus, este aumento estd possivelmente
relacionado com o aumento de Oy".

Quanto a morfologia celular, esta também pode ser influenciada pelos niveis de
ROS intracelulares. Entre os diferentes tratamentos foi possivel observar que as linhas
HuH7 e Hep3B apresentaram condensacdo dos nulcleos e contracao celular. A
condensacdo dos nlcleos e a contragdo celular sao alteracdes morfologicas
associadas a apoptose, assim o extrato hidroalcodlico provocou a morte celular nas
células Hep3B, porém como o ensaio s6 possui uma réplica, os resultados necessitam
de ser confirmados realizando mais réplicas.

Em ensaios onde extratos vegetais foram testados em animais e a morfologia foi
analisada, existindo diferencas, sdo estudos que analisam uma secc¢éo de tecido do
figado (Asha Tukappa et al., 2015; Shahat et al., 2015). Através da observacao
morfologica do tecido € verificado a existéncia de areas em necrose, incorporagao de
células inflamatorias, 0 aumento da vascularizagdo, entre outros aspetos. Estes ndo
séo possiveis de ser verificados na observacdo celular, visto serem processos que
envolvem todo o tecido.

A exposicdo da linha HepG2 a infusdo ndo alterou os niveis de ROS
significativamente, porém existiu uma diminuicao do potencial de membrana. A mesma
linha celular exposta ao extrato hidroalcodlico apresentou um aumento do nivel de
anido superéxido, mas uma diminuicao dos peroxidos, esta alteracdo das ROS pode
ter provocado o aumento da despolarizacdo da membrana celular verificado. Assim na
linha HepG2 pode estar a ocorrer a inducdo da apoptose através da via intrinseca
controlada pela P53.

Nas células HuH7, foi verificado o aumento dos niveis do anido superéxido e a
diminuicdo dos peréxidos quando expostas a infusdo e ao extrato hidroalcodlico,
revelando posteriormente o aumento da despolarizacdo da membrana mitocondrial.
Esta linha celular apresenta tendéncias muito concretas, estando estas possivelmente

associadas a sobre-expressdo da P53 e a indugédo de apoptose através desta. Sendo
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que a infusdo apresentou niveis superiores de despolarizacdo da membrana, ou seja,
aumento da apoptose, algo verificado na morfologia celular.

A linha celular Hep3B foi a linha que apresentou niveis superiores de anido
superoxido, sendo este aumento possivelmente a causa da reducdo da atividade
metabolica destas células. Contudo esta reducéo ndo estd associada ao potencial de
membrana, sendo esta linha a que apresentou um potencial de membrana mais
elevado. Assim a diminuicdo da atividade metabolica celular estar4 associada ao
aumento dos ROS, mas ndo através da despolarizacdo da membrana. Uma vez qua a
apoptose através da despolarizacdo da membrana é ativada pela P53 e visto que esta
proteina ndo € expressa nas células Hep3B, os resultados parecem ser congruentes
com os existentes na literatura.

A infusdo revelou uma diminuicdo do potencial de membrana superior ao extrato
hidroalcodlico, em todas as linhas celulares, estes resultados corroboram os
resultados da atividade metabdlica, onde a infusdo apresentou uma atividade menor
do que o extrato hidroalcodlico. Assim a infusdo de R. induratus reduz a atividade
metabdlica das linhas celulares, possivelmente pela degradacdo da membrana

mitocondrial e induzida pelo aumento de ROS associada a luteolina e a apigenina.
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V.

Conclusdes e perspetivas futuras



Os resultados obtidos neste estudo ndo sdo conclusivos, porém foi demonstrado
que o extrato de R. induratus influéncia a atividade celular e a quantidade de ROS
intracelulares das linhas celulares de carcinoma hepatocelular. Estas atividades
bioldgicas estdo diretamente associadas aos compostos fendlicos existentes nos
extratos. A luteolina, o acido cafeico e a quercetina, sdo flavonoides que por sua vez
apresentam potencial antioxidante, levando a alteracdo das ROS no interior das
células.

O aumento das ROS levou a um aumento do potencial de membrana
mitocondrial que por sua vez levou a inducao de vias de apoptose, além de néo ser
representativo na atividade metabdlica celular.

Futuramente, o aprofundamento dos resultados obtidos neste estudo, através de
novos ensaios, pode ajudar a perceber os mecanismos de acdo dos extratos de R.
induratus no carcinoma hepatocelular e como estes podem ser potenciados. Ensaios
que permitam verificar o efeito dos extrato R.induratus na inflamacao, na angiogénese
e na metastizagdo e verificar se os extratos tém influéncia no ciclo celular das células
pode possibilitar a descoberta de novas metodologias de agdo. O potenciamento dos
resultados pode ser obtido através do isolamento dos flavondides presentes no
R.induratus, de forma a potenciar os efeitos ou 0 uso dos extratos em terapéuticas
conjuntas sao exemplos de trabalhos futuros que podem originar a descoberta de

novas terapias com base em produtos naturais.
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https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-map?v=2020&mode=population&mode_population=continents&population=900&populations=900&key=asr&sex=0&cancer=11&type=0&statistic=5&prevalence=0&population_group=0&ages_group%5B%5D=0&ages_group%5B%5D=17&nb_items=10&group_cancer=1&include_nmsc=1&include_nmsc_other=1&projection=natural-earth&color_palette=default&map_scale=quantile&map_nb_colors=5&continent=0&show_ranking=0&rotate=%255B10%252C0%255D
https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-map?v=2020&mode=population&mode_population=continents&population=900&populations=900&key=asr&sex=0&cancer=11&type=0&statistic=5&prevalence=0&population_group=0&ages_group%5B%5D=0&ages_group%5B%5D=17&nb_items=10&group_cancer=1&include_nmsc=1&include_nmsc_other=1&projection=natural-earth&color_palette=default&map_scale=quantile&map_nb_colors=5&continent=0&show_ranking=0&rotate=%255B10%252C0%255D
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