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“Everybody is a Genius. But If You Judge a Fish by Its Ability to Climb a Tree, It Will Live Its Whole
Life Believing that It is Stupid.”

Albert Einstein






Resumo

O carcinoma hepatocelular é o sétimo tipo de cancro mais incidente e o quarto com
maior mortalidade em todo o mundo. A elevada taxa de mortalidade desta neoplasia primaria
do figado deve-se ao facto de esta ser assintomatica em estdgios iniciais da doenga, sendo
assim diagnosticada em fases tardias onde a aplicagdo de estratégias terapéuticas é muito
reduzida. Para além disso, as terapias disponiveis na pratica clinica por vezes nao tém a eficacia
desejada e estao associadas a um grande nimero de efeitos adversos. Neste sentido, estudos
tém demonstrado o plasma frio atmosférico como um tratamento inovador para varios tipos
de cancro.

O plasma frio atmosférico (PFA), também conhecido pelo quarto estado fisico da
matéria, € um gas parcialmente ionizado, produzido a uma temperatura inferior a 40°C, e,
portanto, pode ser aplicado em tecidos bioldgicos sem riscos de induzir lesao. Para além disso,
tem demonstrado a capacidade de diminuir a proliferagao celular de células tumorais sem
induzir qualquer tipo de danos em células normais. Ainda assim, o seu mecanismo de agao nao
€ conhecido. Estudos indicam que o efeito anti tumoral do plasma frio atmosférico possa estar
relacionado com a produgao de espécies reativas durante a descarga elétrica, no entanto,
fatores fisicos como radiagao UV, campos eletromagnéticos e particulas carregadas nao devem
ser desconsiderados.

O principal objetivo desta dissertagao foi, assim, avaliar o potencial terapéutico do
plasma frio atmosférico no carcinoma hepatocelular.

Com essa finalidade, foi utilizado um dispositivo eletrénico capaz de gerar uma
descarga de alta tensao para produzir Plasma Frio Atmosférico, desenvolvido no Instituto de
Biofisica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Adicionalmente, foram
utilizadas trés linhas celulares representativas de carcinoma hepatocelular com diferentes
perfis de expressao da proteina P53: HuH7, HepG2 e Hep3B. Para determinar a citotoxicidade
do tratamento com PFA, as células foram submetidas a curtos periodos de exposicao (15, 30,
60, 90 e 120 segundos). A atividade metabdlica e o conteldo proteico foram avaliados 24, 48
e 72h apds o tratamento. Os ensaios subsequentes, referentes a viabilidade e perfil de morte
celular, ciclo celular e potencial de membrana mitocondrial, foram realizados 48h apos
exposicao ao PFA, para os tempos de exposicao de |5, 60 e 120s. O mesmo se procedeu para
os ensaios de avaliagao das espécies reativas de oxigénio.

Apds o tratamento com PFA, foi possivel verificar uma diminuicao da proliferagao

celular nas trés linhas celulares em estudo, de uma forma dependente do tempo de exposicao



e incubagao a terapia, ainda assim, a linha HuH7 demonstrou uma maior sensibilidade ao
tratamento. Foi também observado, para todas as linhas celulares, uma diminuicao da
viabilidade celular acompanhada por um aumento de morte celular por apoptose e necrose,
sendo a necrose o tipo de morte mais predominante para os maiores tempos de exposi¢ao a
terapia. Adicionalmente, foi verificado um bloqueio do ciclo celular na fase G,/M, indicativo de
perda da capacidade de replicagao. Para além dos efeitos anteriormente referidos, a terapia
com plasma frio atmosférico induziu ainda despolarizagao da membrana mitocondrial para o
maior tempo de exposicao, em todas as linhas celulares, sendo mais evidente na linha Hep3B.
No que diz respeito as espécies reativas de oxigénio, foi possivel observar uma diminuigao do
conteudo intracelular de peréxidos para todas as linhas celulares em estudo. Foi também
observado um aumento da concentragao intracelular de radical superoxido para as linhas
HepG2 e Hep3B, principalmente 2h apos o tratamento, indicando que esta espécie pode ter
influéncia no mecanismo de agao do plasma frio atmosférico.

Os resultados obtidos demonstram que, de facto, o plasma frio atmosférico induz um
efeito anti proliferativo em linhas celulares de carcinoma hepatocelular. Ainda assim, é de
reforcar a necessidade de um maior niumero de estudos, principalmente em modelos mais

complexos, de maneira a permitir uma abordagem mais proxima da pratica clinica.

Palavras-chave: Plasma Frio Atmosférico; Carcinoma Hepatocelular; Terapia para o

cancro; Morte celular; Espécies Reativas de Oxigénio



Abstract

The Hepatocellular carcinoma is the seventh most common type of cancer and the
fourth with the highest mortality worldwide. The high mortality rate of this primary liver
neoplasm is due to the fact that it is an asymptomatic disease in its early stages, being thus
diagnosed in later stages where the application of therapeutic strategies is very limited.
Furthermore, the therapies available in clinical practice frequently do not have the desired
efficacy and are associated with a large number of adverse effects. Therefore, studies have
shown that atmospheric cold plasma can be used as an innovative treatment for various types
of cancer.

Atmospheric cold plasma (AFP), also known as the fourth physical state of matter, is a
partially ionized gas, that due to being produced at a temperature below 40°C can be applied
to biological tissues without the risk of inducing damage. Furthermore, it has demonstrated
the ability to decrease cell proliferation of tumour cells without inducing any type of damage
to normal cells. Nevertheless, its mechanism of action is not known. Studies indicate that the
anti-tumour effect of atmospheric cold plasma may be related to the production of reactive
species during electrical discharge, however, physical factors such as UV radiation,
electromagnetic fields and charged particles should not be disregarded.

The main objective of this dissertation was to evaluate the therapeutic potential of
atmospheric cold plasma in hepatocellular carcinoma.

For this purpose, an electronic device capable of generating a high voltage discharge,
developed at the Biophysics Institute of the Faculty of Medicine of the University of Coimbra,
was used to produce Atmospheric Cold Plasma. Additionally, three representative
hepatocellular carcinoma cell lines with different P53 protein expression profiles were used:
HuH7, HepG2 and Hep3B. To determine the cytotoxicity of the PFA treatment, the cells were
subjected to short exposure periods (15, 30, 60, 90 and 120 seconds). Metabolic activity and
protein content were evaluated 24, 48 and 72h after the treatment. The subsequent assays,
referring to the viability and cell death profile, cell cycle and mitochondrial membrane
potential, were carried out 48h after exposure to the PFA, for exposure times of |5, 60 and
120s. The same procedure was applied to evaluate the reactive oxygen species.

After treatment with PFA, it was possible to verify a decrease in cell proliferation in
the three cell lines under study, which was dependent on the time of exposure and incubation
to the therapy, even so, the HuH7 line showed greater sensitivity to the treatment. It was also

observed, for all cell lines, a decrease in cell viability accompanied by an increase in cell death



due to apoptosis and necrosis, with necrosis being the most prevalent type of death for longer
exposure times to therapy. Additionally, there was a blockage of the cell cycle in the G,/M
phase, which is indicative of a loss of replication capacity. In addition to the aforementioned
effects, atmospheric cold plasma therapy also induced mitochondrial membrane depolarization
for the longest exposure time in all cell lines, being more evident in the Hep3B line. Regarding
to reactive oxygen species, it was possible to observe a decrease in the intracellular content
of peroxides for all cell lines under study. An increase in the intracellular concentration of
superoxide radicals was also observed for the HepG2 and Hep3B lines, mainly 2h after
treatment, indicating that this species may have an influence on the mechanism of action of
atmospheric cold plasma.

The results obtained demonstrate that, in fact, atmospheric cold plasma induces an
anti-proliferative effect on hepatocellular carcinoma cell lines. Nonetheless, the need for a
greater number of studies, especially in more complex models, is necessary in order to allow

a closer approach to clinical practice.

Keywords: Atmospheric Cold Plasma; Hepatocellular Carcinoma; Cancer Therapy;

Cell death; Oxygen Reactive Species
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1.1. Cancro

O cancro, uma das principais causas de morte em todo o mundo, define-se como uma,
ou varias doengas, caracterizadas pelo desenvolvimento de células anormais que se dividem
descontroladamente e que tém a capacidade de se infiltrar e destruir tecidos saudaveis (Fior,
2019).

A investigacao cientifica, na darea da oncobiologia, tem evoluido no sentido de
compreender os mecanismos subjacentes a formagao do tumor, de maneira a encontrar novos
métodos mais eficazes para o seu tratamento. Um tumor nao deve ser visto como uma massa
celular isolada. Deve sim, ser visto como um tecido complexo, composto por varios tipos de
células distintas que interagem entre si, formando o microambiente tumoral (Fior e Zilhao,
2019). A medida que estas células evoluem para um estado de neoplasia, adquirem
caracteristicas moleculares, bioquimicas e celulares, denominadas de hallmarks do cancro, que

lhes conferem vantagens no crescimento (Figura I).

Hallmarks do Cancro
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Figura |- Hallmarks do cancro. Caracteristicas e capacidades adquiridas pelas células tumorais durante o
processo neoplasico, que lhes conferem vantagens a nivel do crescimento e replicagio. Adaptado de (Hanahan e
Weinberg, 201 I). Criado com BioRender.com.
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Definidos pela primeira vez em 2000 por Hanahan e Weinberg, estes incluem:
manutengao da sinalizagao proliferativa, insensibilidade a sinais supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular, replicagao imortalizada, indugao da angiogénese, invasao inicial e
metastase (Hanahan e Weinberg, 2000). Numa posterior atualizagao foram ainda englobadas
outras capacidades como a inflamagao promotora do tumor, a instabilidade genémica e
mutagoes, a desregulagao da energia da célula e a evasao ao sistema imune (Fouad e Aanei,

2017; Hanahan e Weinberg, 201 1).

1.2. Carcinoma Hepatocelular

1.2.1.Epidemiologia

O carcinoma hepatocelular (CHC) representa 90% das neoplasias primarias do figado,
e € o quinto cancro mais comum nos homens e o nono nas mulheres, registando mais de
700 000 novos casos/ano e 600 000 mortes/ano a nivel mundial (Kim e Viatour, 2020; Sagnelli
et al., 2020). De acordo com a GLOBOCAN, estima-se que no ano de 2020 tenham ocorrido
905 677 novos casos e 830 180 mortes por CHC em todo o mundo (Sung et al., 2021).

Em Portugal, a taxa de incidéncia desta patologia € relativamente baixa
comparativamente a outros tipos de cancro, representando apenas 6,1% de todos os tipos de
cancro diagnosticados (1550 casos em 2020). Quando a mortalidade, é responsavel por 5,8%
de todas as mortes relacionadas com cancro (1518 mortes em 2020) (Sung et al., 2021).

As taxas de incidéncia e de mortalidade do CHC variam de acordo com a regiao
geografica e como o status socioeconémico (Kim e Viatour, 2020). Este tipo de neoplasia
hepatica predomina essencialmente em paises onde os cuidados de salde sao limitados, como
a China e outros paises do Sudeste da Asia e Africa Subsaariana, em individuos com idades
entre os 30 e os 60 anos. Por outro lado, baixas incidéncias de carcinoma hepatocelular
ocorrem em paises do norte da Europa, Médio Oriente, Oceania, América do Norte e
América do Sul onde, por norma, se desenvolve em doentes com mais de 60 anos (Gomes et
al., 2013; Sagnelli et al.,, 2020). Recentemente, tem-se verificado uma tendéncia para o aumento
da incidéncia de carcinoma hepatocelular nas regices estabelecidas como de baixa incidéncia,

tais como os Estados Unidos da América e algumas partes da Europa (Llovet et al., 2021).
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Quanto a populagao afetada, sabe-se que o carcinoma hepatocelular é mais frequente
em homens do que mulheres, verificando-se uma propor¢ao de homens para mulheres de
aproximadamente 2,4 (Kim e Viatour, 2020). Estudos sugerem que isto se deve ao facto de o
estrogénio prevenir o CHC e o androgénio o promover (Carruba, 2021). Para além disso,
pensa-se que a inibicao da IL-6 mediada pelo estrogénio possa ser um mecanismo no qual o
estrogénio exerce um efeito protetor contra o CHC. Também a reduzida secregao de
adiponectina nos homens, durante a puberdade, é relatada como uma possivel causa do alto

risco de cancro do figado nos homens (Kim e Viatour, 2020).

1.2.2.Fatores de risco

Na maioria dos casos, mais de 90%, o CHC desenvolve-se no seguimento de doenga
cronica do figado, sendo que os principais fatores etiologicos sao infegoes pelo virus da
hepatite B (VHB) ou de hepatite C (VHC), consumo excessivo de alcool, exposicao a aflatoxina
B, fumo do tabaco e doenga hepatica nao alcodlica (NAFLD, do inglés Nonalcoholic Fatty Liver
Disease) causada por doengas metabdlicas como obesidade, resisténcia a insulina e diabetes
tipo 2 (Kim e Viatour, 2020; Llovet et al., 2021; Petruzziello, 2018).

Embora a contribuicao das diferentes etiologias para o desenvolvimento deste tumor
primario do figado varie de regiao para regiao, sabe-se que a infecao por VHB ¢é a principal
causa de incidéncia e de morte por CHC a nivel global (Kim e Viatour, 2020).

O VHB é um virus de DNA (do inglés deoxyribonucleic acid) que consegue integrar o
genoma do hospedeiro induzindo a ativagao de oncogenes responsaveis por transformagoes
celulares malignas e a inativagao de genes supressores tumorais (Llovet et al., 2021; Sagnelli et
al, 2020). A sua transmissao tende a ocorrer de um modo vertical e perinatal em regioes
endémicas, sendo que em areas de baixa prevaléncia é predominantemente horizontal (feridas
abertas, transfusdes de sangue, transmissoes sexuais, entre outros). Globalmente, é
responsavel por cerca de 80% dos casos de CHC associados a infe¢oes virais, especialmente
na Africa e no Leste da Asia, regides onde a taxa de incidéncia desta neoplasia é elevada.
Estima-se que, dos cerca de 400 milhoes de pessoas cronicamente infetadas com o VHB, em
todo o mundo, um quarto ira desenvolver a doengca com um risco 15-20 vezes maior,
comparativamente a populagao nao infetada (Petruzziello, 2018).

Para além disso, o risco de carcinoma hepatocelular entre portadores de VHB parece
aumentar na dependéncia de varios fatores: demograficos (sexo masculino, idade avancgada,

etnia, historia familiar de CHC), virais (alta carga viral, genotipo, maior duragao da infegao,
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coinfecgao com VHC, virus da imunodeficiéncia humana (VIH) ou virus da hepatite D (VHD)),
clinicos (presenca de esteatose ou de cirrose hepaticas) e ambientais (exposicao a aflatoxina,
uso abusivo de alcool ou de tabaco) (Petruzziello, 2018; Sagnelli et al., 2020). Doentes com
cirrose hepatica parecem ter um maior risco de desenvolver a doenga, uma vez que o VHB
aumenta o risco de carcinoma em figados cirroticos. Dados indicam que doentes com cirrose
relacionada com o VHB tém 31 vezes mais risco de desenvolver CHC (Sagnelli et al., 2020).
No entanto, este virus é também considerado a principal causa de CHC na auséncia de cirrose
(Petruzziello, 2018).

Tal como referido anteriormente, a infe¢ao por VHC é também um dos principais
fatores etiologicos do CHC. Contrariamente ao VHB, o VHC é um virus de RNA que nao
integra o genoma do hospedeiro e, por isso, o risco de desenvolver CHC ocorre
principalmente em individuos que desenvolvam cirrose ou lesao hepatica cronica com fibrose
(Llovet et al., 2021). A infegao por VHC é o principal fator etiologico em areas de baixa
incidéncia, tais como a Europa Ocidental e a América do Norte, e esta relacionada com cerca
de 20% de todos os casos de carcinoma hepatocelular (Petruzziello, 2018).

A coinfecgao de VHB/VHC acredita-se ser também um dos fatores contribuintes para
o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular. Estudos demonstram que, comparativamente
a doentes mono-infetados, individuos co-infetados com VHB/VHC tém uma maior
probabilidade de desenvolver cirrose e uma maior incidéncia de carcinoma hepatocelular
(Konstantinou e Deutsch, 2015). Por outro lado, ha evidéncias que demonstram que, de facto,
doentes co-infetados com VHB/VHC apresentam um maior risco de cirrose, mas nao
necessariamente de carcinoma hepatocelular (Grewal et al, 2018). Também doentes
portadores de VHB ou VHC co-infetados com VIH, virus da imunodeficiéncia humana,
parecem ser mais suscetiveis a desenvolver CHC, uma vez que a persisténcia destes virus
pode estar associada ao aumento da hepatotoxicidade causada pela terapia anti-VIH. Porém,
os mecanismos de hepatocarcinogénese nestes doentes ainda nao estio totalmente
esclarecidos (Hu, Liu e Luo, 2019; Sagnelli et al.,, 2020).

Para além da infecao pelos virus da hepatite, existem ainda fatores ambientais, como a
exposicao a aflatoxina Bl (AFBI), igualmente capazes de aumentar o risco de carcinoma
hepatocelular. A AFBI, uma micotoxina produzida pelo fungo Aspergillus, € normalmente
ingerida em alimentos contaminados, na Asia e em regides tropicais da Africa. Quando
metabolizada, induz mutagdes no DNA, nomeadamente no codio 249 do gene

TP53,responsaveis por uma diminui¢ao da sua fungao supressora tumoral. Estudos relatam que
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a exposicao a aflatoxina Bl e infecdo por VHB parecem ter um efeito sinérgico no
desenvolvimento de CHC (Kim e Viatour, 2020; Llovet et al., 2016).

Também o alcool e o tabaco podem contribuir para o CHC. Por si s6, o dlcool nao
tem um efeito mutagénico. No entanto, o seu consumo excessivo induz alteragdes no
metabolismo do figado que, juntamente com uma dieta desequilibrada, podem levar ao
desenvolvimento de hepatite alcodlica, fibrose hepatica e, finalmente, cirrose com progressao
para CHC (Kim e Viatour, 2020; Sagnelli et al., 2020). Atualmente, existe um niUmero crescente
de pessoas com cirrose devido ao consumo de dlcool. Porém, o consumo cronico de alcool
pode também aumentar o risco de CHC de outras etiologias. Varios estudos tém vindo a
demonstrar um aumento do risco de CHC para doentes portadores de VHB que consomem
alcool comparativamente aqueles que nao consomem (Llovet et al., 2021). Quanto ao tabaco,
estudos demonstram que individuos que fumam, tém um risco acrescido de 55% para CHC,
uma vez que o tabaco induz carcinogénese e contribui para uma aceleragao de fibrose no
figado (Kim e Viatour, 2020).

Outro fator etiologico comum de CHC é a doenga hepatica gordurosa nao alcodlica
(NAFLD, do inglés Nonalcoholic Fatty Liver Disease) (Kim e Viatour, 2020). A NAFLD representa
uma condigao de acumulagao excessiva de gordura no figado de pessoas que consomem alcool
em quantidades abaixo dos niveis de risco. Contudo, esta condicao pode ser limitada ao
excesso de gordura no figado, figado gordo nao alcodlico (NAFL, do inglés Nonalcoholic Fatty
Liver), ou pode progredir para necroinflamagao e fibrose, esteato-hepatite nao alcoodlica
(NASH, do inglés nonalcoholic steatohepatitis), cirrose e, eventualmente, carcinoma
hepatocelular. Estudos evidenciam que doentes com NAFLD que apresentem um elevado grau
de fibrose, tém um risco 7 vezes maior de desenvolver CHC, que pode ainda ser agravado na
presenca de diabetes mellitus tipo 2 e de obesidade (Petroni et al., 2021).

Por fim, sabe-se também que algumas doengas metabolicas causadas por resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia, remodelagio do tecido adiposo, alteracao da flora intestinal,
aumento do reticulo endoplasmatico, e stresse oxidativo, podem contribuir para o

desenvolvimento de CHC (Nishida, 2021) (Figura 2).
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Figura 2 - Incidéncia de carcinoma hepatocelular de acordo com a etiologia e area geografica. Altas
incidéncias de CHC verificam-se no Leste da Asia sendo a Mongélia o pais com maior incidéncia. O virus da
hepatite B é o principal fator etiologico de CHC nesta regiao. ASR, age-standardized incidence rate (taxa de
incidéncia padronizada por idade). Adaptado de (Llovet et al., 2021). Criado com BioRender.com.

1.2.3.Fisiopatologia

O desenvolvimento de CHC, similarmente a outras neoplasias, € um processo
complexo, multifaseado, resultante de mdltiplas alteragoes genéticas e moleculares, que
podem dar origem a transformagoes malignas. Essas altera¢coes ocorrem, normalmente, em
contexto de cirrose, resultantes de uma sequéncia progressiva de carcinogénese hepatica, que
comega com nédulos regenerativos que evoluem para nédulos displasticos e, possivelmente,
CHC. Ainda assim, podem também ocorrer em figados nao cirréticos devido a outros fatores
de risco como infe¢oes virais por VHB, VHC ou até mesmo contracecao oral feminina (Llovet
et al, 2016, 2021; Moawad et al., 2020).

Avancos na biologia molecular, nomeadamente nas estratégias de sequenciagao de nova
geragao (NGS, do inglés next-generation sequencing), tém permitido a identificagao de alguns
genes e vias de sinalizagao alteradas em doentes com CHC (Chiba et al., 2017).

Dos genes mutados, assume especial importincia o gene TERT, codificante da
telomerase. Mutagoes no promotor deste gene tém sido recentemente identificadas como as
alteragoes genomicas somaticas mais frequentes e mais iniciais em doentes com CHC,
representado mais de 50% dos casos (Shibata, 2021). A telomerase é uma enzima critica no
processo de replicagao das extremidades dos cromossomas. Quando reativada, devido a
mutagoes no promotor TERT, previne o encurtamento dos telédmeros dos cromossomas,

conferindo as células tumorais a capacidade de se dividirem descontroladamente. A reativagao
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da telomerase pode ainda ocorrer devido a inser¢oes virais ou a amplificagoes (Chiba et al.,
2017; Kim e Viatour, 2020; Llovet et al., 2021; Shibata, 2021).

A ativagao da via de sinalizagao VWnt/B-catenina é também muito frequente em doentes
com carcinoma hepatocelular, representando 30-50% dos casos. Esta via de sinalizacao
candnica é altamente conservada ao longo da evolugao e tem um papel chave na regulagao do
desenvolvimento de tecidos e na manutengcao da homedstase. Mutagoes nos genes CTNNB/
(codificante da B-catenina), AXIN| ou APC (inibidores da via Wnt), previnem a degradagao de
B-catenina, levando a uma ativagao aberrante desta via de sinalizagao. Assim, promovem o
desenvolvimento de diferentes doencas do figado, incluindo cancro (He e Tang, 2020; Kim e
Viatour, 2020; Llovet et al., 2016, 2021).

No que diz respeito ao ciclo celular, sao varias as mutagdes que levam ao seu
comprometimento. A mutagao no gene TP53 é das mais reportadas em casos de CHC,
representando cerca de 30%. A P53 é uma proteina de supressao tumoral que regula o ciclo
celular, a apoptose e a senescéncia em resposta ao stresse celular. A inativagao do gene que
codifica esta proteina, o gene TP53, esta normalmente associada a mutagdes no dominio de
ligacado do DNA, e ocorre particularmente em casos de CHC relacionados com infegao por
VHB e exposi¢ao a aflatoxina Bl. Para além destas, delegoes de outros genes supressores
tumorais tais como CDKN2A e RBI, estao descritas em 5-20% dos casos. Recentemente, foi
também identificado que a sobre-expressao de genes ciclina CCNA2 e CCNEI, induzida por
insercoes virais e rearranjos cromossomicos, sao responsaveis por 7% dos tumores
(Khemlina, Ikeda e Kurzrock, 2017; Kim e Viatour, 2020; Zucman-Rossi e Naultand, 2020).

Outras alteragoes menos frequentes em doentes com CHC, sao as alteragoes nas vias
do stresse oxidativo e nas vias RAS/RAF/MAP e AKT/mTor, representando 5 a 15% e menos
de 10% dos casos, respetivamente. Alguns estudos relatam que a via do stresse oxidativo é
ativada por mutagoes que ativam o fator transcricional NRF2 (codificado pelo gene NFE2L2),
ou delegbes do gene codificante do inibidor desta via, KEAP/. A ativagao da via NRF2/KEAPI
protege as células tumorais da toxicidade gerada por espécies reativas de oxigénio,
promovendo o crescimento do tumor (Kim e Viatour, 2020; Zucman-Rossi e Naultand, 2020).
Quanto as vias de sinalizagao RAS/RAF/MAP e AKT/mTor, estas sao ativadas por alteragoes
genéticas raras, incluindo mutagoes que induzem a inativagao dos genes RPS6KA3, PTEN, TSCI
e TSC2 e mutagoes que induzem ativagao do gene P/3KCA (Zucman-Rossi e Naultand, 2020).

Adicionalmente, variantes em genes envolvidos na remodelagao da cromatina tais

como o gene ARID /A ou o ARID2 e genes de regulagao da histona metiltransferase tais como
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o MLL, o MLL2, o MLL3 e o MLL4 tém sido reportadas em casos de CHC (Rebouissou e Nault,
2020; Zucman-Rossi e Naultand, 2020).

Existe ainda uma outra caracteristica, a angiogénese induzida pelo tumor, que ¢é
também fundamental ao desenvolvimento de CHC. A angiogénese é um processo altamente
regulado, com interagoes equilibradas entre fatores pro-angiogénicos e anti-angiogénicos que,
em situagoes normais, permitem a expansao e a remodelagao da rede vascular embrionaria
primaria (Moawad et al., 2020). Em situagoes de patologia, este equilibrio fica comprometido
devido a sobre-expressao de fatores angiogénicos e inibicao de fatores anti-angiogénicos,
levando a um aumento do desenvolvimento tumoral com vasos sanguineos anormais. O
conhecimento destes fatores angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor), os fatores de crescimento derivados de
plaquetas (PDGF, do inglés platelet-derived growth factor) e os recetores neuropilina (NRP, do
inglés neuropilin receptors), tem sido fundamental no desenvolvimento de novas terapias
(Moawad et al.,, 2020). O VEGF, por exemplo, que normalmente se encontra expresso em
baixos niveis, em 91% dos casos de CHC avangado apresenta uma elevada expressao. A ligagao
de VEGF-A, (isoforma responsavel pela angiogénese e pela remodelagao vascular), aos seus
recetores correspondentes, os recetores tirosina/quinase (VEGFR |-3), estimula a transdugao
de sinais que levam a proliferagao e a migragao de células endoteliais, conferindo vantagens ao
tumor (Khemlina, lkeda e Kurzrock, 2017; Moawad et al.,, 2020). Os mecanismos referidos

anteriormente encontram-se esquematizados na Figura 3.
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Alteragoes genéticas e epigenéticas de CHC
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Figura 3 - Alteracdes genéticas e epigenéticas caracteristicas de carcinoma hepatocelular. O
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular é um processo multifaseado que pode ser desencadeado num figado
cirroético devido a fatores de risco como alcool e obesidade, podendo também ocorrer em figado normal devido
a infegoes virais ou toma de contracetivos orais femininos. Ao longo deste processo ocorrem mutagoes em
varios genes que comprometem vias de sinalizagao essenciais ao bom funcionamento das células. Estas alteragoes
conferem ao CHC capacidades proliferativas e de resisténcia. Baseado em (Llovet et al., 2016; Rebouissou e
Nault, 2020). Criado com BioRender.com.

1.2.4.Diagnéstico

O carcinoma hepatocelular é caracterizado por um progndstico pouco favoravel, uma
vez que em fases iniciais da doenca, onde poderiam ser aplicadas estratégias terapéuticas
curativas, a maioria dos casos € assintomatico e, por isso, dificilmente diagnosticado. Assim, o
diagnostico de doentes com esta neoplasia tende a ocorrer em fases mais avangadas da doenga,
nas quais as opgoes terapéuticas sao, muitas vezes, limitadas (Ozkan et al., 2021).

Neste sentido, a Associagao Americana para o Estudo de Doengas do Figado (AASLD,
do inglés American Association for the Study of Liver Diseases) e a Associagao Europeia para o
Estudo do Figado (EASL, do inglés European Association for the Study of the Liver) implementaram
programas de vigilancia globais, com foco nos paises em desenvolvimento, onde a taxa de
incidéncia de CHC ¢ elevada, com o objetivo de detetar os tumores numa fase mais inicial, na
qual os doentes apresentem um melhor prognostico (Adeniji e Dhanasekaran, 2021; Llovet et
al, 2021; Singal, Lampertico e Nahon, 2020; Yang e Heimbach, 2020). Dado que a maioria dos
casos de CHC ocorre em populagoes de doentes de risco, com cirrose ou com hepatite B
cronica, sao estes que devem ser elegiveis para estes programas, com monitorizagao regular

(Llovet et al., 2021; Ozkan et al., 2021).
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Dos métodos utilizados para a vigilancia, assume especial importancia a ecografia com
ou sem avaliagio dos niveis séricos de alfa-fetoproteina (AFP). A ecografia, técnica de
diagnodstico que permite a dete¢ao de nddulos hepaticos, € um procedimento facilmente
tolerado pelos doentes e apresenta uma sensibilidade de 58 a 80%, quando realizado por um
profissional (Ozkan et al., 2021). Por sua vez, a avaliagao dos niveis séricos de alfa-fetoproteina,
marcador tumoral presente no plasma que se encontra elevado em situagao de patologia, pode
levar a resultados inconclusivos. Estudos demonstram que os niveis desta proteina podem
encontrar-se normais em cerca de 40% dos casos de doentes com CHC numa fase inicial
(Llovet et al.,, 2021; Ozkan et al, 2021). A combinagao destas duas técnicas de diagnostico
aumenta a taxa de detegao da doenga numa fase inicial. Todavia, surge ainda a necessidade de
pesquisa de novos marcadores tumorais mais precisos que a AFP. Um exemplo destes
marcadores € a des-gama-carboxi protrombina (DCP), uma proteina que se encontra com
elevados niveis em mais de 35% dos doentes com CHC inicial (Ozkan et al., 2021).

Nao sendo suficientes os métodos de diagnéstico acima referidos, devido as suas
limitagoes, este tipo de cancro requer ainda técnicas de imagem tais como a tomografia
computadorizada (TC) com contraste ou a ressonancia magnética (RM), para um diagnostico
definitivo. Estas técnicas apresentam valores de sensibilidade e de especificidade favoraveis,
sendo de 81% e 93% paraa TC e de 91% e 95% para a RM, respetivamente. No entanto, a TC
apresenta algumas desvantagens para os doentes devido a exposicao a radiagao ionizante
(Llovet et al., 2021; Ozkan et al., 2021).

Para além dos métodos de diagndstico convencionais, surgiu, em 2011, um sistema
estandardizado para interpretagao de lesoes do figado. Este sistema, denominado LI-RADS,
do inglés liver imaging reporting and data system, permite a classificagao das lesées do figado em
5 categorias, sendo as lesoes LR-| benignas e as LR-5 conclusivas de CHC. Contudo apresenta
algumas limitagbes como a nao caracterizagao de lesoes atipicas de perfil vascular e a nao
aplicagao em figados nao cirréticos. Nestes casos deve recorrer-se a um diagnostico mais
invasivo para os doentes, como as biopsias (Llovet et al,, 2021; Ozkan et al,, 2021; Yang e

Heimbach, 2020).

1.2.5.Tratamento

Apobs o diagnostico, os tratamentos siao atribuidos aos doentes de acordo com o
estadio da doenga, seguindo sistemas de estadiamento como o algoritmo BCLC (do inglés

Barcelona Clinic Liver Cancer). A tabela seguinte (Tabela |) apresenta o sistema BCLC atualizado.
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Tabela | — Sistema Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) para estadiamento de carcinoma
hepatocelular. Baseado em (Ozkan et al,, 2021).

BCLC
Estadio Desenvolvimento tumoral Funcio hepatica (score CTP)  Score ECOG
0 (muito inicial) nédulo Gnico <2cm Child-Pugh A
A (inicial) nédulo Unico <3cm ou trés 0
nddulos <3cm
B (intermédio) tumor multinodular Child-PughAeB
C (avangado) invasdo da veia porta e 1-2
metastases
D (terminal) doenga extensa Child-Pugh C 3-4

Este sistema, publicado pela 1° vez em 1999, permite uma estratificagao dos
tratamentos de acordo com o desenvolvimento tumoral, o grau de disfungao do figado e o
estado do doente de acordo com o ECOG (do inglés Eastern Cooperative Oncology Group).
Assim, é possivel distinguir 5 estadios, desde o estadio 0, que caracteriza um estadio muito
inicial de doenga, até ao estadio D, que representa um estadio terminal (Llovet, Bru e Bruix,
1999; Ozkan et al., 2021; Yang et al., 2019; Yang e Heimbach, 2020).

O tratamento atribuido a cada doente tem como principal objetivo aumentar a sua
qualidade de vida. Para estadios mais iniciais de doenga opta-se por tratamentos curativos
enquanto que numa fase terminal sao os tratamentos paliativos os mais adequados (Ozkan et
al,, 2021).

As terapias curativas sao normalmente atribuidas a doentes com estadios de 0 a A
seguindo o BCLC, e incluem ressecao hepatica, transplante hepatico e ablagao. De entre as
opgoes terapéuticas referidas, o transplante hepatico é a terapia mais eficaz, pois permite
melhores resultados em doentes cirréticos com CHC inicial, comparativamente as outras
opgoes (Sapisochin e Bruix, 2017). Esta técnica oferece uma elevada taxa de sobrevivéncia,
superior a 70% apos cinco anos, sendo que também apresenta taxas de recorréncia
relativamente baixas, de cerca de 10 a 18%. No entanto, apresenta algumas limitagoes uma
vez que esta terapia sO deve ser aplicada a doentes com CHC que apresentem tumores
isolados de dimensoes inferiores a 5 cm, ou até 3 nédulos com menos de 3 cm cada, sem

invasao vascular (Llovet et al., 2021). Para além disso, apenas uma pequena porgao de doentes

pode ser submetido a este tipo de tratamento dado que a disponibilidade e a compatibilidade
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de orgaos é muito reduzida (Llovet et al., 2021; Sapisochin e Bruix, 2017; Yang e Heimbach,
2020).

Uma outra opgao terapéutica curativa &€ a resse¢do hepdtica. Esta terapia é
normalmente atribuida a doentes com CHC numa fase inicial, sem hipertensao portal ou altos
niveis de bilirrubina no plasma, sendo contraindicada para doentes com cirrose
descompensada e/ou com invasao vascular. Embora a taxa de sobrevivéncia seja bastante
favoravel, de cerca de 60 a 70%, a recorréncia de CHC apds ressecgao hepatica permanece o
maior obstaculo, sendo de 70% apds 5 anos, mesmo em doentes com um Unico tumor de
dimensao inferior a 2 cm (Llovet et al,, 2021; Ozkan et al., 2021; Vibert, Schwartz e Olthoff,
2020; Yang e Heimbach, 2020).

Para além das duas abordagens referidas, existe ainda uma outra, denominada de
ablagao. A ablagao é uma terapia minimamente invasiva que pode ser feita através de
radiofrequéncia, micro-ondas, frio, injecio alcodlica ou laser. E atribuida a doentes em estadios
de 0 a A, nao elegiveis para cirurgia, devido a elevada pressao portal, localizagao anatomica do
tumor ou outras comorbilidades, e tem como principal objetivo a indugao de necrose tumoral
através de alteracbes de temperatura. E um procedimento seguro, com taxa de mortalidade
inferior a 0,5% e apresenta taxas de sobrevivéncia e de recorréncia muito semelhantes as da
ressecao hepatica (Granata et al., 2021; Llovet et al., 2021; Ozkan et al., 2021).

Na impossibilidade de optar por tratamentos curativos devido a gravidade do tumor e
a condi¢ao de salde dos doentes, os tratamentos nao curativos, como terapia locorregional
e terapia sistémica, sao os mais utilizados (Ozkan et al., 2021).

Considerando a terapia locorregional, sao varias as abordagens que podem ser feitas:
a quimioembolizagao transarterial, a radioembolizagao transarterial e a radioterapia
estereotaxica corporal. A quimioembolizacao transarterial, também denominada de TACE (do
inglés Transarterial Chemoembolization), é um procedimento que tem como objetivo a
desvascularizagao das células tumorais através da injecao de farmacos citotoxicos e particulas
de embolizagao, na artéria que alimenta o tumor. Alguns agentes quimioterapicos como a
doxorrubicina, a cisplatina e a mitomicina, em combina¢ao com lipiodol sao administrados na
artéria hepatica induzindo isquemia nas células tumorais, citotoxicidade e, consequentemente,
necrose (Chen et al., 2020; Llovet et al., 2021; Ozkan et al., 2021).

Quanto a radioembolizagao transarterial (TARE, do inglés Transarterial
Radioembolization), € uma terapia altamente direcionada para o figado, que utiliza a injegao de
microesferas radioativas ou radiolipiodol para induzir necrose do tumor. E indicada para

doentes com classificagao BCLC-B e, ao contrario de outros procedimentos radioldgicos, esta
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intervengao pode ser feita em doentes com trombose da veia porta ou com elevado
desenvolvimento tumoral. O beneficio causado por este procedimento é muito semelhante
ao verificado com a TACE, embora demonstre menos citotoxicidade e uma sobrevida livre de
doenga mais longa (Chen et al., 2020; Llovet et al., 2021; Ozkan et al., 2021).

Dentro das terapias radiologicas existe ainda uma outra técnica denominada de
radioterapia estereotaxica corporal. Adequada para o tratamento de doentes com tumores
irressecaveis e com trombose da veia porta, ou com metastases extra-hepaticas, esta terapia
tem vindo a demonstrar a sua eficacia e seguranga. Apesar de provocar beneficios na paliagao
de doentes sintomadticos com metastases, sabe-se que a doenga hepatica, possivelmente
induzida pela radiagao, € uma complicagao associada a esta terapia que pode ser fatal para 5 a
13% dos casos (Ozkan et al., 2021; Yang e Heimbach, 2020).

No que diz respeito a terapia sistémica, esta é apenas implementada em doentes em
estadio de doenga avangado que nao sejam elegiveis para terapias direcionadas para o figado,
como as anteriormente mencionadas, ou nao sejam bons candidatos a cirurgia hepatica (Ozkan
et al, 2021). O primeiro medicamento a ser aprovado, em 2007, como terapia de |° linha foi
o sorafenib, um inibidor dos recetores de fatores de crescimento endoteliais vasculares pro-
angiogénicos VEGFR-I, VEGFR-2 e VEGFR-3 (do inglés vascular endothelial growth factor
receptor I, 2 e 3), do fator de crescimento derivado de plaquetas B (PDGFR-B, do inglés
platelet-derived growth factor 8) e da familia de quinases RAF (do inglés rapidly accelerated
fibrossarcoma) (Kim e Viatour, 2020). Desde entao, tém-se descoberto farmacos mais seguros
e com menos efeitos adversos, tais como os anticorpos atezolizumab (anticorpo anti-PDLI) e
o bevacizumab (anticorpo anti-VEGF). A terapia combinada destes anticorpos promove uma
maior tolerabilidade por parte dos doentes, assim como um aumento da sobrevivéncia média
comparativamente ao sorafenib (Llovet et al., 2021).

Adicionalmente, existem terapias de 2° linha tais como o regorafenib, o cabozantinib e
o ramucirumab, aprovadas para o tratamento de CHC avangado, para doentes com
progressao da doenga apos o sorafenib (Ozkan et al., 2021).

Numa fase terminal da doenca, na qual os doentes apresentam um quadro clinico muito
agravado sem possibilidade de tratamento, opta-se por tratamentos paliativos de maneira a
melhorar a sua qualidade de vida (Llovet et al., 2021). A Figura 4 apresenta, esquematicamente,
as estratégias de tratamento para o carcinoma hepatocelular segundo o sistema de

classificacao BCLC.
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Figura 4 - Estratégias de tratamento para carcinoma hepatocelular. Segundo o BCLC, doentes
assintomaticos com baixo desenvolvimento tumoral e boa fungao hepatica (BCLC 0/A) devem ser tratados com
tratamentos curativos locais tais como ressecao, ablagao ou transplantagio. Doentes assintomaticos com doencga
multinodular e fungdo hepatica ndo comprometida (BCLC B) devem receber quimioembolizagdo, e a doentes
BCLC C, com trombose da veia porta ou metastases, devem ser implementadas terapias sistémicas. Baseado em
(Llovet et al., 2021) Criado com BioRender.com.

Embora os tratamentos atuais apresentem alguma eficacia no tratamento CHC, as
taxas de recidiva ainda sao muito elevadas e o progndstico da doenga continua a ser mau,
principalmente nos estadios mais avangados. Desta forma, é fundamental a procura de terapias
alternativas com resultados mais promissores, como por exemplo a terapia com plasma frio

atmosférico.

1.3. Plasma Frio Atmosférico

1.3.1.Plasma

O plasma, conhecido como o quarto estado fundamental da matéria, é o estado fisico
mais abundante do nosso universo, representando mais de 99% de toda a matéria observavel
(Koritzer, 2014; Tabares e Junkar, 2021).

A adicao de energia, sob a forma de calor ou radiagao, a um sélido, leva a que que este
se transforme no estado liquido e, por meio de energia adicional obtém-se o gis. Se se

continuar a fornecer energia ao gas, ele ira sofrer uma ionizagao parcial ou total, isto ¢, ira

14



Introdugdo

ocorrer a remogao dos eletroes dos atomos ou moléculas que o constituem. Desta forma, é

alcangado um novo estado de matéria, o plasma (Figura 5) (Tabares e Junkar, 2021).

Aumento de energia

Sélido Liquido Gas Plasma

Figura 5 - Estados fisicos da matéria. Representacao esquematica dos quatro estados fundamentais da
matéria existentes no universo: solido, liquido, gasoso e plasma. Criado com BioRender.com.

Descrito pela primeira vez em 1879, por Willam Crookes, o estado de plasma é,
portanto, definido como um gas parcialmente ionizado constituido por eletroes livres, atomos
e moléculas (particulas eletricamente neutras) e ides (Brany et al., 2020; Tabares e Junkar,
2021). No entanto, nem todos os gases ionizados que contém particulas carregadas podem
ser considerados plasma. Apenas se considera um plasma se houver neutralidade
macromolecular (quase-neutralidade), ou seja, se este apresentar igual densidade de cargas
positivas e negativas, tornando-se eletricamente neutro (Brany et al., 2020). Para além disso,
o plasma apresenta ainda propriedades que o distinguem, tais como a capacidade de conduzir
corrente elétrica e de gerar campos magnéticos (Brany et al, 2020; Isbary et al, 2013;
Kletschkus et al., 2020; Tabares e Junkar, 2021).

Considerando o seu equilibrio térmico, o plasma pode ser classificado em trés tipos
distintos: plasma de elevada temperatura, plasma térmico e plasma nao térmico (Sakudo, Yagyu
e Onodera, 2019; Tabares e Junkar, 2021).

O plasma de elevadas temperaturas encontra-se em equilibrio térmico, ou seja, todas
as particulas constituintes do plasma, nomeadamente os eletroes, ides e particulas neutras,
estao a mesma temperatura. Este tipo de plasma, também denominado de plasma quente, é
caracterizado por temperaturas muito elevadas na ordem dos 10° °C e pode sem encontrado
no nucleo solar (Brany et al.,, 2020; Tabares e Junkar, 2021).

Similar ao anterior, o plasma térmico é também uma forma de plasma fortemente ou

totalmente ionizado, no qual as particulas estao em equilibrio térmico (Tabares e Junkar,
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2021). No entanto, este Ultimo caracteriza-se por temperaturas inferiores, de 2 x 10°°C, e
pode ser observavel em fenédmenos naturais tais como os relampagos (Brany et al., 2020).

Contrariamente aos anteriores, no plasma nao térmico, os eletroes encontram-se a
temperaturas muito mais elevadas que as restantes particulas pesadas do gas (particulas
neutras e ioes) (Babington et al.,, 2015; Tabares e Junkar, 2021). Também conhecido por plasma
frio, este plasma é um gas parcialmente ionizado com temperatura aproximadamente igual a
ambiente que pode ser gerado artificialmente a baixas pressoes ou mesmo a pressao
atmosférica (Sakudo, Yagyu e Onodera, 2019). Este dltimo é designado por plasma frio
atmosférico (PFA) ou CAP (do inglés Cold Atmospheric Plasma), e tem sido foco de investigagao
na medicina, visto que as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS, do inglés reactive
oxygen and nitrogen species), os campos elétricos, e a radiagao ultravioleta (UV) por ele geradas,
parecem ter um papel crucial no tratamento de tecidos bioldgicos (Brany et al., 2020; Busco
et al.,, 2020; Sakudo, Yagyu e Onodera, 2019; Simoncicova et al., 2019; Yan, Sherman e Keidar,
2017).

1.3.2.Producdo de plasma

Para que ocorra a produgao de plasma é necessario fornecer energia a um gas,
induzindo a sua ionizagao parcial. Esta energia, que pode ser obtida através de calor, durante
um processo de combustio, ou através da aplicacao de uma descarga elétrica num gas, ira
promover a dissociagao dos eletroes dos atomos. A interacao dos eletroes e dos atomos
ionizados com as restantes particulas do gas desencadeia uma reagao em cascata, cujo produto
final é o plasma (Busco et al.,, 2020; Privat-Maldonado et al., 2019; Tabares e Junkar, 2021).

Atualmente, os dispositivos de produgao de plasma frio atmosférico,
experimentalmente testados e usados na clinica, podem ser classificados em trés grupos, de
acordo com a sua forma de aplicagao: diretos, indiretos ou hibridos (Brany et al., 2020;
Koritzer, 2014).

Nas fontes de plasma direto, a amostra a ser tratada (células, tecidos) pode atuar como
um dos elétrodos envolvidos na descarga, de maneira que a corrente produzida passa pela
area-alvo, nao sendo necessariamente uma limitagao (Malyavko et al., 2020). Para além disso,
também o contacto direto entre o plasma e a amostra permite gerar plasmas densos com
elevadas concentragoes de espécies reativas (Isbary et al,, 2013). Um exemplo muito comum
de dispositivo de producao de plasma direto é a descarga de barreira dielétrica (DBD, do

inglés dielectric barrier discharge). Estruturalmente, este tipo de dispositivos exibe dois
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elétrodos metalicos, um conectado a uma fonte de alimentagao de alta tensao e outro ligado
a terra (grounded eletrode) sendo que pelo menos um deles é revestido por um material
dielétrico, responsavel por reduzir a corrente que passa para a area-alvo. Quando aplicada um
corrente de elevada voltagem, o gas contido entre os dois elétrodos sofre ionizagao e gera
um plasma nao térmico, eletricamente seguro, mesmo acima da amostra (Babington et al,
2015; Isbary et al.,, 2013; Kaushik et al., 2019).

Para aplicagoes in vivo, com potencial aplicagao médica, Fridman propos uma adaptagao
do dispositivo anterior, a qual denominou de descarga de barreira dielétrica de elétrodo
flutuante (FE-DBD, do inglés floating electrode dielectric barrier discharge)(Dobrynin et al., 2009;
Fridman et al, 2008). Nesta variagao de DBD, um dos elétrodos é revestido por quartzo,
sendo que a area-alvo (tecido humano, entre outros) funciona como o elétrodo terra. Devido
a elevada capacidade de armazenamento de carga do quartzo, é possivel fazer o tratamento
do tecido vivo com seguranga (Figura 6) (Isbary et al., 2013). Também o contacto direto entre
o plasma e a amostra é uma mais-valia deste tipo de dispositivos, na medida em que varias
espécies, nomeadamente particulas carregadas, fotoes UV e espécies reativas, fundamentais
no tratamento, atingem a area alvo. A drea de descarga ¢, contudo, limitada, uma vez que tem
que estar entre os dois elétrodos e a uma distancia relativamente constante (Brany et al., 2020;

Isbary et al., 2013).

I ———» Elétrodo

——— Material dielétrico de revestimento (quartzo)

Plasma

——» Area-alvo (elétrodo flutuante)

Figura 6 - Descarga de barreira dielétrica de elétrodo flutuante (FE-DBD). A. Representagao
esquematica do dispositivo de descarga direta de plasma, FE-DBD. B. Exemplo real de dispositivo de FE- DBD.
O elétrodo conectado a fonte de alimentagio deve ser mantido a uma distancia constante da amostra de modo
a ocorrer a formagao de plasma, nio excedendo | mm. Adaptado de (Friedman, 2020). Criado com
BioRender.com.
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Contrariamente aos dispositivos de descarga direta, nos dispositivos de descarga
indireta, a amostra nao é parte ativa no processo de formagao do plasma (Isbary et al., 2013).
Nestes dispositivos, o plasma € gerado entre dois elétrodos e, posteriormente, é transportado
para a area-alvo, por difusao ou por gases nobres, como o hélio (He) ou o argon (Ar). O uso
de um gas transportador permite assim um maior controlo da composicao do plasma, na
medida em que é possivel modificar a sua composicao de espécies reativas para situagoes
clinicas especificas (Isbary et al., 2013). No entanto, este tipo de dispositivos apresenta algumas
limitagbes como o baixo controlo do plasma e a baixa produgio de espécies reativas,
comparativamente aos dispositivos DBD. Para além disso, as espécies de curta vida geradas
no plasma, como atomos e radicais livres, podem mesmo ser consumidas antes de atingir a
superficie da area alvo, devido a reagoes de fase gasosa (Brany et al., 2020; Helmke, Gerling e
Weltmann, 2018; Isbary et al, 2013; Malyavko et al., 2020). As fontes de plasma indireto
apresentam uma grande variedade de configuragoes devido ao tamanho, tipo de gas e energia
que operam, podendo ir de dispositivos estreitos como jatos de plasma (Figura 7), também
denominados de agulhas de plasma (plasma needles), até dispositivos maiores como as tochas

de plasma (plasma torches)(Keidar, 2020).

A.

E]

——»Fonte de gés

g —— > Elétrodo

¥} -— > Material dielétrico de revestimento (quartzo)

EIétrodo‘—'

Figura 7 - Jato de plasma. A. Representacao esquematica do dispositivo de descarga indireta de plasma. B.
Exemplo real de dispositivo de um plasma Jet utilizando o hélio como gas transportador. Neste dispositivo em
especifico, o plasma é gerado por um elétrodo retangular dentro de um dispositivo e é posteriormente
transportado até a area-alvo. Adaptado de (Friedman, 2020) e (Metelmann, Woedtke, von e Weltmann, 2018).
Criado com BioRender.com.
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Por sua vez, os dispositivos de producao de plasmas hibridos surgem de uma
combinagao de principios de produgao dos dispositivos acima mencionados, na medida em
que possuem a técnica de produgao das fontes de plasma direto, e a auséncia de corrente,
caracteristica das fontes de plasma indireto (Isbary et al.,, 2013). Nestes dispositivos é criada
uma descarga uniforme de plasma, por micro descargas, num elétrodo ligado a terra, revestido
por uma malha metalica (grounded wire mesh electrode). Esta malha metalica apresenta uma
resisténcia elétrica significativamente menor que a amostra, de maneira que a corrente gerada
nao passa através da area alvo situada entre os dois elétrodos (Brany et al, 2020; Gay-
Mimbrera et al, 2016; Isbary et al, 2013). Estes dispositivos, atualmente de aplicagao
unicamente experimental, sao relativamente faceis de controlar, contudo sao bastante
suscetiveis a deterioragao (Brany et al.,, 2020). Um exemplo muito comum de dispositivos de
produgao de plasmas hibridos é o FlatPlaSter 2.0 que se baseia na tecnologia de micro descarga
de superficie (SMD, do inglés surface micro discharge) através da qual produz um plasma

homogéneo a partir do ar (Isbary et al., 2013).

1.3.3.AplicacGes biomédicas

O plasma frio atmosférico (PFA) tem-se tornado, ao longo dos anos, numa tecnologia
médica bastante promissora, com varias aplicagoes nos campos da medicina. O PFA apresenta
propriedades especificas, tais como a baixa temperatura e a quasi-neutralidade, que lhe
permitem uma aplicagao segura na interagao com superficies inorganicas e sistemas biologicos
delicados (Duarte e Panariello, 2020). O tratamento de infegoes relacionadas com biofilmes,
tratamentos de feridas e doencas de pele, tratamento de infegoes virais, tratamento do cancro
e otimizagao de implantes sao algumas das varias aplicagdes do plasma frio atmosférico, até
entao estudadas (Bernhardt et al, 2019; Duarte e Panariello, 2020). A Figura 8 ilustra essas

aplicagoes.
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Figura 8 - Aplicaces do plasma frio atmosférico e potenciais mecanismos do plasma. Aquando da
interagdo do plasma com uma superficie viva, ha a produgdo de radiagdo ultravioleta (UV), cargas positivas e
negativas, particulas neutras e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS/RNS). Estes eventos permitem
uma aplicagao do plasma no tratamento de doengas de pele, inativagao de virus e bactérias, tratamento do cancro
e otimizagio de implantes. Adaptado de (Duarte e Panariello, 2020). Criado com BioRender.com.

Varios estudos tém demonstrado a eficacia do plasma frio atmosférico em eliminar
varios agentes patogénios e os seus biofilmes. Bactérias, como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Staphylococus aureus demonstraram uma redugao significativa da populagao,
tanto na forma plancténica como na forma de biofilme, apos exposi¢ao ao tratamento (Ziuzina
et al., 2015). Também a aplicagao do PFA em fungos como a Candida albicans, muitas vezes
responsaveis por infecoes orais, tem levado a uma maior diminui¢ao das colonias formadas
comparativamente a desinfetantes quimicos ja aprovados (Koban et al., 2010). Desde entao, o
uso do plasma para limpeza e desinfecao de material cirurgico, bem como de superficies, tem
ganho interesse acrescido (Duarte e Panariello, 2020).

Uma outra aplicacao do PFA foca-se no tratamento de feridas e doencas de pele.
Evidéncias demonstram que o seu potencial antimicrobiano € crucial no tratamento de feridas,
devido a remogao dos microrganismos causadores da infecao. Por outro lado, tem-se
verificado que o tratamento com plasma frio atmosférico induz uma maior produgio de
fibroblastos e de colagénio, fundamentais ao processo de cura e cicatrizagao de feridas.
Também a produgao de fatores de crescimento tais como o TGF-B| (do inglés transforming

growth factor beta 1) e TGF-B2 (do inglés transforming growth factor beta 2) e interleucina 8 (IL-
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8), apés o tratamento, parece contribuir para o processo curativo (Arndt et al, 2015;
Bernhardt et al., 2019; Duarte e Panariello, 2020; Izadjoo et al., 2018).

Para além das aplicagoes discutidas anteriormente, o PFA tem sido alvo de estudo na
inativacao de virus, tais como o da influenza A e B e o virus sincicial respiratério (RSV, do
inglés respiratory syncytial virus) (Filipi¢ et al., 2020; Sakudo et al., 2017). Tem-se verificado que
o elevado potencial oxidativo do plasma pode levar a um disrupgao da integridade dos virus,
quer a nivel estrutural quer genémico, afetando tanto proteinas como acidos nucleicos.
Alteracoes conformacionais nas proteinas da capside causadas pelas espécies reativas,
produzidas durante o tratamento, podem resultar numa diminuigao da infectividade dos virus,
devido a fraca ligagao deste com os recetores de superficie das células hospedeiras (Filipi¢ et
al., 2020). Adicionalmente, o plasma frio atmosférico tem demonstrado efeitos benéficos na
diminuigao da dor em doentes infetados com herpes zoster (Isbary et al., 2014).

Como aplicagao médica complementar, o plasma pode também ser usado para
modificar superficies. Esta aplicagao, fortemente utilizada na industria, permite criar e otimizar
superficies biorrelevantes para aumentar a biocompatibilidade e a biofuncionalidade de
dispositivos médicos (Duarte e Panariello, 2020). Nos implantes, por exemplo, o plasma tem
demonstrado efeitos benéficos na osteointegragao, uma vez que ao modificar a quimica
elementar da superficie, permite uma maior formagao ossea e fixagao biomecanica do implante
naquele local (Coelho et al,, 2012; Danna et al., 2015; Giro et al,, 2013).

Mais recentemente, o plasma frio atmosférico tem sido visto como um potencial
tratamento para neoplasias malignas (Almeida-Ferreira et al., 2021; Duarte e Panariello, 2020;
Silva-Teixeira et al.,, 2021). Através da entrega das RONS diretamente nos tecidos, este tem
demonstrado ser uma terapia inovadora para o tratamento do cancro. Para além disso, tem
demonstrado ser seletivo para as células neoplasicas e ser capaz de diminuir o tamanho do
tumor (Almeida-Ferreira et al., 2021; Duarte e Panariello, 2020; Keidar et al,, 201 I; Silva-

Teixeira et al., 2021; Tavares-da-Silva et al., 2021).

1.3.4.Aplicac6es em Oncologia

Varios avangos tém sido feitos no tratamento do cancro ao longo das ultimas décadas.
No entanto, as terapias atualmente implementadas ainda carecem de eficacia uma vez que
estao associadas a falta de seletividade para as células malignas, induzindo danos celulares

noutras células do organismo. A dificuldade na remogao de tumores devido ao seu tamanho

21



Capitulo |

e localizagdo, ou os efeitos adversos provenientes da radiagio sao também algumas
desvantagens associadas a estas terapias (Gyanani, Haley e Goswami, 2021).

Por este motivo, existe ainda a necessidade de desenvolver novas estratégias de
maneira a contornar estes problemas.

No que diz respeito ao PFA, este tem-se mostrado uma opgao terapéutica bastante
promissora para o tratamento de tumores, devido a sua capacidade seletiva para induzir a
morte de células cancerigenas. Ainda assim, os mecanismos subjacentes ao tratamento estao
pouco esclarecidos, uma vez que a composi¢ao do PFA leva a uma interagao complexa com
os sistemas bioldgicos (Semmler et al,, 2020; Yan, Sherman e Keidar, 2017).

Quanto a aplicagao desta terapia, existem duas estratégias desenvolvidas ao longo da

ultima década: aplicagao direta e aplicagao indireta (Figura 9) (Yan, Sherman e Keidar, 2017).
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Figura 9 - llustracdo de duas estratégias distintas de aplicacdo do plasma frio atmosférico. (a)
Aplicagao direta do PFA. (b) Aplicagao indireta de PFA usando solugdes ativadas por plasma, como por exemplo
meio de cultura celular. Adaptado de (Malyavko et al., 2020). Criado com BioRender.com.

A primeira consiste na aplicagao direta do plasma com o objetivo de tratar células
semeadas numa placa de cultura celular ou placa de Petri. Nesta abordagem, as células
cultivadas estdo cobertas por uma camada fina de meio e, pelo menos, trés fatores
relacionados com o plasma podem ter impacto nestas: espécies reativas de curta-vida (O, e
o OH?¢), espécies reativas de longa-vida (H,O,, NO,, NO; e ONOOQO") e fatores fisicos
(radiagao UV, calor e campos eletromagnéticos) (Malyavko et al., 2020; Yan, Sherman e Keidar,
2017). Contrariamente a aplicagao direta, a aplicagao indireta de plasma, das quais as solugoes
ativadas por plasma (PAS, do inglés plasma-activated solutions) sio exemplo, consiste na
irradiacao de uma solugao aquosa, seja essa solugao meio de cultura ou outra, que
posteriormente € transposta para uma placa com células em cultura. Nesta abordagem, apenas
as espécies de longa-vida devem ser consideradas (Malyavko et al., 2020; Yan, Sherman e

Keidar, 2017).
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De um modo geral, quando o plasma atinge as células, no caso de aplicagao direta,
ocorre um processo quase instantaneo de formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglés reactive oxygen species) e de nitrogénio (RNS, do inglés reactive nitrogen species)
(Keidar, 2020). Posteriormente, estas espécies dissolvem-se no meio de cultura e difundem-
se para dentro das células, desencadeando uma série de eventos que podem levar a sua morte,
tais como a sobrecarga do sistema antioxidante. Assim, um aumento da concentragao
intracelular de RONS causa varios danos em componentes celulares importantes tais como a
membrana celular, o DNA, a mitocondria e o reticulo endoplasmatico (RE), desencadeando
apoptose, necrose, autofagia ou, até mesmo, senescéncia (Keidar, 2020; Malyavko et al., 2020;
Yan et al., 2015).

Apesar destas abordagens terem fundamentos diferentes e consequentemente
aplicagoes diferentes, apresentam algumas semelhangas, uma vez que os danos celulares
causados pelos tratamentos, bem como a sensibilidade das células aos mesmos aparentam ser
similares (Semmler et al., 2020). Ainda assim, existem algumas diferencas entre estes tipos
distintos de tratamento, das quais € exemplo a ativagao celular (Malyavko et al., 2020). A
ativacao, resultante do tratamento direto com PFA, resulta numa maior sensibilidade das
células cancerigenas a agao das espécies radicalares, principalmente o H,O, e o NO;
(Malyavko et al, 2020). No entanto, os mecanismos envolvidos ainda nao sao totalmente
conhecidos. Estudos tém vindo a demonstrar que as espécies reativas de longa vida, das quais
o H,0O, e NO, sao exemplo, nao sao suficientes para induzir o estado de ativagao nas células.
Para além disso, a inibicao de espécies radicalares com recurso a agentes antioxidantes, nao
se tem mostrado um obstaculo a entrada das células neste estado (Yan et al., 2020). Com base
nestes resultados, pensa-se que a ativagao das células tumorais ocorra principalmente devido
aos fatores fisicos do plasma. Como as células submetidas ao tratamento indireto niao sao
influenciadas por estes fatores, a ativagao nao ocorre nestas células (Malyavko et al., 2020;

Tornin et al., 2021; Yan et al., 2020).

1.3.5.Seletividade do PFA para células malignas

Contrariamente as terapias convencionais anteriormente referidas, o PFA possui uma
potencial seletividade para células malignas, poupando assim as células saudaveis de danos
celulares (Yan, Sherman e Keidar, 2017). Esta propriedade do tratamento foi descrita pela
primeira vez em melanoma e no cancro colo retal e, desde entao, tem-se tornado uma das

principais propriedades que torna o PFA um tratamento tao promissor (Georgescu e Lupuy,
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2010; Zirnheld et al., 2010). No entanto, a compreensao do mecanismo por detras deste efeito
anticancerigeno seletivo ainda permanece um desafio para a comunidade cientifica. Varios
estudos demonstram que fatores como o tipo de células e, consequentemente, de cancro e
as condigoes nas quais estas células sao cultivadas, bem como a fonte de plasma e a sua
composigao, influenciam fortemente o tratamento com PFA (Biscop et al., 2019; Semmler et
al., 2020). Para além disso, acredita-se que as diferengas entre células malignas e células
saudaveis sejam o fator determinante para a seletividade da terapia (Yan et al, 2015).
Geralmente, as células tumorais tendem a ser mais sensiveis a estimulos oxidativos
exogenos comparativamente as células normais, o que pode ser explicado pela maior
concentragao de ROS intracelulares existente nestas células (Semmler et al.,, 2020). As ROS
desempenham um papel chave na regulagao de processos biologicos que promovem o
crescimento e a proliferagao celulares. No entanto, niveis elevados destas espécies reativas
podem ser prejudiciais para as células levando mesmo a sua morte (Aggarwal et al., 2019). Sob
condigoes fisiologicas, as células normais mantém uma homeostase redox com baixos niveis de
ROS basais, através do balango entre a formagao destas espécies (capacidade pro-oxidante) e
a sua eliminagao (capacidade antioxidante). Desta forma, conseguem tolerar um certo stresse
causado por ROS exodgenas (Trachootham, Alexandre e Huang, 2009). Em casos de patologia
como o cancro, as células tumorais apresentam um nivel de ROS basal muito maior que as
células normais, devido as alteragoes metabdlicas presentes (Trachootham, Alexandre e
Huang, 2009; Yan, Sherman e Keidar, 2017). Para além disso, o sistema antioxidante destas
células, essencial para manter o equilibrio redox, encontra-se também mais enfraquecido,
tornando-as mais sensiveis ao stresse oxidativo. Assim, um aumento de ROS nas células
cancerigenas, causado pelo tratamento com PFA, pode fazer com que estas células ultrapassem
o seu limiar de sobrevivéncia, levando a danos e a morte celular (Figura 10) (Brany et al., 2020;

Semmler et al.,, 2020; Trachootham, Alexandre e Huang, 2009; Yan, Sherman e Keidar, 2017).
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Figura 10 - Diferenca de concentracoes de RONS nas células normais e tumorais como principio
biologico para a seletividade dos tratamentos. Contrariamente as células normais, que possuem niveis de
ROS basais baixos, as células tumorais apresentam niveis muito superiores destas espécies devido ao seu forte
metabolismo e sistema antioxidante enfraquecido. Desta forma, quando é causado stresse nestas células devido
a um aumento de ROS exdgenas, estas podem ultrapassar um ponto de nao retorno que leva a sua morte.
Adaptado de (Trachootham, Alexandre e Huang, 2009; Yan et al,, 2015). Criado com BioRender.com.

Contudo, o notavel aumento de ROS ocorre especificamente em células cancerigenas,
o que pode ser explicado pela expressao de aquaporinas e da quantidade colesterol presente
na membrana citoplasmatica destas células (Brany et al., 2020; Semmler et al., 2020; Yan et al,
2015).

As espécies reativas geradas pelo PFA sao moléculas polares ou com carga e, por isso,
para ocorrer a sua difusdo através da membrana celular necessitam do auxilio de
transportadores ou canais especificos tais como as aquaporinas (AQPs) (Yan et al,, 2015). As
aquaporinas foram identificadas pela primeira vez como canais de agua. No entanto, tem-se
vindo a demonstrar que estes canais facilitam o transporte passivo de espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, podendo também facilitar a passagem de moléculas mais pequenas.
Uma vez que as células tumorais expressam mais AQPs que as células normais, o transporte
de ROS e de RNS, através da membrana destas células ocorre mais facilmente (Figura |1)
(Semmler et al., 2020).

Para além da expressao das aquaporinas, a difusao destes radicais livres é altamente
influenciada pela estrutura lipidica da membrana, mais precisamente pela quantidade de
colesterol presente nela. O colesterol é o principal constituinte das membranas das células
animais, tendo como fun¢ao a manutengao da estabilidade e fluidez da membrana (Meyer e
Smit, 2009; Semmler et al., 2020). Quando esta estabilidade é afetada, devido a peroxidagao

lipidica por radicais livres, na qual ocorre a transferéncia de um eletrao de um lipido para um
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radical livre, podem formar-se poros na membrana que facilitam a difusao das espécies reativas
para dentro da célula. Relativamente as células normais, estas apresentam elevadas quantidades
de colesterol na membrana e como tal, a condensagao dos lipidos nestas células fornece uma
barreira a passagem das ROS. No caso das células cancerigenas, a quantidade deste lipido é
relativamente menor, tornando-as mais suscetiveis a peroxidacao lipidica. Desta forma, a
difusao das espécies reativas ocorre mais facilmente nestas células (Paal, Van der et al,, 2016;

Ratovitski et al., 2014; Semmler et al., 2020).
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Figura |1 - Diferente expressio de aquaporinas na membrana plasmatica de células normais e
tumorais como principio biolégico para a seletividade dos tratamentos. As células cancerigenas
expressam um maior numero de aquaporinas na membrana plasmatica, facilitando assim a difusdo de espécies
reativas para dentro da célula. A elevada concentragio de espécies reativas dentro da célula leva a sua morte.
Adaptado de (Yan et al., 2015). Criado com BioRender.com.

1.3.6.Mecanismos de acdao do plasma frio atmosférico

Como referido anteriormente, a constituicao do plasma nao se resume as RONS.
Outros fatores fisicos, tais como o calor, a radiagao ultravioleta e os campos eletromagnéticos
gerados durante o tratamento também devem ser considerados (Semmler et al.,, 2020; Yan,
Sherman e Keidar, 2017). Quanto ao calor, estudos tém demonstrado que durante o
tratamento direto com PFA, ha um ligeiro aumento da temperatura do meio (Yan, Sherman e
Keidar, 2017). Ainda assim, nao parece ser o suficiente para a inibicao do crescimento destas
células. Adicionalmente, a radiagao UV e os campos eletromagnéticos gerados, também nao

parecem ser fatores significativos na indugao de danos celulares. Por este motivo, e pela
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evidéncia de semelhanga de efeitos no tratamento direto e indireto, acredita-se que o
componente mais importante do plasma sejam as RONS (Semmler et al,, 2020). Também a
eliminagdo destas espécies, com recurso a agentes antioxidantes tais como a cisteina ou
catalase, tem demonstrado perda da citotoxicidade do tratamento (Malyavko et al., 2020).

Uma vez dentro das células, as RONS podem interagir com diferentes moléculas e
influenciar varios processos celulares. Destas moléculas, assume especial importancia o calcio,
um segundo mensageiro, presente no limen do reticulo endoplasmatico (Gorlach et al., 2015;
Semmler et al., 2020). O reticulo endoplasmatico é um organelo constituido por chaperonas
moleculares, enzimas, elevadas concentragoes de ATP e de calcio, que tem como principal
fungao o correto enrolamento e maturagao das proteinas. Para além disso, é também o
principal depdsito de calcio intracelular (Zeeshan et al, 2016). Assim, quando ocorrem
perturbagoes neste organelo, o designado stresse do reticulo endoplasmatico, desencadeiam-
se varias reagoes com o objetivo de reestabelecer a homeodstase, que em exagero podem ser
fatais para as células. Essas perturbagoes estao muitas vezes associadas com uma diminuigao
do calcio no lumen, provocada pelo aumento de ROS induzido pelo tratamento com PFA. Esta
perda de calcio, durante o stresse do RE, é mediada por transportadores sensiveis as ROS,
que permitem a sua libertagao para o citosol, os recetores rianodina (RYR, do inglés ryanodine
receptor) e do inositol trifosfato (IP3R, do inglés inositol trisphospahte receptor)(Deniaud et al,
2008; Gorlach et al., 2015).

O aumento de calcio no citoplasma, provocado pelo stresse do reticulo, pode ser
também prejudicial para a mitocondria (Semmler et al, 2020). Embora o reticulo e a
mitocondria tenham fungoes distintas, estes organelos estao fisiologicamente interligados pelas
designadas membranas do reticulo endoplasmatico associadas a mitocondria (MAMs, do inglés
mitochondria-associated endoplasmatic reticulum membranes) (Naon e Scorrano, 2014). Desta
forma, o stresse no reticulo endoplasmatico leva a um influxo exagerado de calcio para a
mitocondria que pode dar origem a ativagao da apoptose via citocromo c. A oxidagao da
mitocondria e a despolarizagao da sua membrana, bem como a indugao da apoptose, tém sido
demonstrados apods o tratamento com PFA (Raturi e Simmen, 2013; Semmler et al., 2020).

Relativamente as RNS, o conhecimento cientifico acerca destas espécies ainda é muito
limitado. Dados indicam que estas espécies tém uma maior permeacao relativamente as ROS
e, por esse motivo, a sua entrada pode levar a indugao da apoptose mitocondrial através da
interrupgao da fungao do citocromo ¢ (Semmler et al., 2020). O o6xido nitrico, por exemplo,
exerce efeitos citotdxicos nos tecidos e, embora os mecanismos subjacentes a esse

mecanismo ainda nao estejam totalmente esclarecidos, é sabido que a ligagao deste composto
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a citocromo oxidase, enzima terminal da cadeia transportadora de eletrées na mitocondria,
leva a um aumento de ROS intracelulares induzindo a apoptose (Moncada e Erusalimsky, 2002;
Semmler et al., 2020).

Para além da sua interacido com a via de sinalizagdo do calcio, as RONS, em
concentragoes elevadas, sao também responsaveis por outras respostas celulares,
nomeadamente lesoes no DNA (Semmler et al, 2020). Entre estas lesdes encontram-se
quebras na cadeia simples e na cadeia dupla de DNA (DSB, do inglés double strand breaks),
danos oxidativos e também ligagoes cruzadas DNA-DNA e DNA-proteina (Han et al., 2014;
Ptasinska et al., 2010). Os danos no DNA, como consequéncia do tratamento com PFA, tém
sido demonstrados em varios estudos. No entanto, sabe-se também que a quebra da dupla
cadeia, por exemplo, esta dependente da distancia entre a fonte de plasma e as células, e do
tempo de administragao do tratamento (Han et al., 201 3).

A paragem do ciclo celular em diversas fases, associada a DSB e consequentemente
apoptose, também foi demonstrada em alguns cancros tais como o glioblastoma e o cancro
colo retal (Vandamme et al., 2012). E sabido que a ataxia-telangiectasia mutada (ATM, do inglés
ataxia telangiectasia mutated), cinase recrutada durante as DSBs, é responsavel pela fosforilagao
de proteinas tais como a H2AX, P53 e P73 que fazem a verificagdo dos danos, levando a
paragem do ciclo celular, reparagao do DNA ou apoptose. Estas quebras da cadeia podem nao
ser resultantes da aplicagao direta do PFA, mas sim resultante da apoptose induzida por este
(Semmler et al., 2020).

Um outro aspeto relevante no tratamento com PFA, é o sistema antioxidante das
células (Semmler et al, 2020). Este sistema, constituido por antioxidantes enzimaticos e
antioxidantes nao enzimaticos, tem um papel fundamental na vida das células na medida em
que Ihes permite combater o stresse oxidativo causado pelas espécies reativas geradas durante
o tratamento (Glasauer e Chandel, 2014).

No que diz respeito as defesas antioxidantes, sabe-se que estas possuem a capacidade
de proteger as células de danos oxidativos uma vez que siao capazes de decompor as espécies
reativas. Entre estas, destacam-se a superoxido dismutase, capaz de degradar o aniao
superoxido, e a catdlase e as glutationas peroxidases, responsaveis pela decomposi¢ao do
peroxido de hidrogénio (Semmler et al., 2020). Apesar da célula possuir todo este sistema que
a protege contra o stresse oxidativo, a sobrecarga do mesmo, devido as espécies reativas
geradas pelo tratamento, torna limitada a atividade dos intervenientes e pode levar a indugao

de morte celular (Glasauer e Chandel, 2014).
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Como consequéncia adicional do PFA, as células tendem a perder também a sua
adesao, migragao e invasao (Semmler et al, 2020). Varios estudos tém vindo a demonstrar
que, apoés o tratamento, as células expressam menos integrinas, moléculas de adesao que
desempenham um papel essencial nos processos acimas referidos. Embora o mecanismo por
tras desta baixa expressao de integrinas na membrana ainda nao esteja totalmente elucidado,
acredita-se que a inibigdo destas moléculas possa ser relevante para a eficacia do tratamento
com PFA, uma vez que estas tém um papel crucial nos processos de transformagao maligna,
de inibigdo de apoptose e da metastizagao (Filla et al., 2017; Semmler et al., 2020).

No que respeita ao tipo de morte desencadeada pelo tratamento, ainda existe alguma
controvérsia. Estudos tém vindo a reportar a apoptose e a hecrose como os eventos mais
frequentes (Dai et al, 2020; Semmler et al, 2020). No entanto, sabe-se também que
tratamento com PFA pode induzir senescéncia e autofagia nas células tumorais (Arndt et al.,
2013; Hirst et al., 2015; Schneider et al., 2018; Semmler et al., 2020). Qualquer um destes tipos
de morte parece estar relacionado com o tempo de exposigao ao tratamento (Semmler et al.,
2020). A senescéncia, paragem do crescimento celular em resposta ao stresse, pode ser
induzida, apos curtos tempos de exposicao ao PFA. Por outro lado, a apoptose e a necrose
apenas sao desencadeadas apos maiores tempos de exposicao (Semmler et al., 2020).

No que diz respeito a autofagia, processo crucial na homeostase celular por meio da
degradacao dos componentes citoplasmaticos, foi recentemente relatada em estudos com PFA
(Yoshikawa et al, 2020). Hirst et al. demonstraram que em culturas primarias de células
epiteliais normais e tumorais da proéstata, o tratamento com PFA para além de induzir necrose
induzia também autofagia. Estes resultados foram mais evidentes nas culturas primarias de
células normais da proéstata, o que o autores justificaram com a hipdtese de estas serem mais
tolerantes ao aumento de espécies reativas e, desta forma, utilizarem este processo como
forma de sobrevivéncia (Hirst et al., 2015).

A figura 12 sumariza os mecanismos moleculares subjacentes a eficacia do tratamento

com plasma frio atmosférico.
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Figura 12 - Mecanismos moleculares responsaveis pela eficacia do tratamento com PFA. |- O
aumento das RONS intracelulares tem interferéncia na via de sinalizagdo do calcio, resultando num influxo deste
para o citosol. 2- Para além disso, as RONS induzem stresse no reticulo endoplasmatico levando a um influxo de
calcio para dentro da mitocondria. Isto leva a uma diminuigao do potencial de membrana que pode resultar na
inducao da apoptose dependente da mitocondria. 3- O PFA induz quebras na dupla cadeia de DNA levando a
ativagao de ATM, H2AX, P53 e P73. 4- O amento dos niveis de RONS leva também a uma sobrecarga do sistema
antioxidante limitando a sua capacidade de combater o stresse oxidativo. 5- A reduzida expressao de integrinas
na membrana plasmatica, apos tratamento com PFA, pode explicar a diminuigao da adesio, migragao e invasao
das células tumorais. 6- Como consequéncia do tratamento com PFA, as células podem sofrer necrose, apoptose
e senescéncia. No entanto, os mecanismos pelos quais isto acontece ainda precisam ser elucidados. Adaptado de
(Semmler et al., 2020). Criado com BioRender.com.

1.3.7.PFA e inducido de resposta imune

Dado que o plasma frio atmosférico é uma terapia local, possivelmente moduladora do
microambiente tumoral, varios estudos tém levantado a hipétese deste ser capaz de estimular
o sistema imunitario. Por um lado, acredita-se que tem a capacidade de afetar diretamente as
células imunes, levando a sua ativagao ou ao recrutamento de subpopulagoes especificas. Por
outro, pensa-se que o PFA possa levar a uma ativagao indireta de células imunitarias devido a
indugao de morte celular imunogénica (ICD, do inglés immunogenic cell death) nas células
cancerigenas e a sinais pro-inflamatorios presentes no microambiente tumoral (Bekeschus,
Clemen e Metelmann, 2018; Khalili et al., 2019; Semmler et al., 2020).

Relativamente a primeira hipotese, estudos tém vindo a demonstrar alteragoes tanto

nos niveis de células imunitarias inatas como nos niveis de células imunitarias adaptativas. Os
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macrofagos, principais responsaveis pela resposta imunitaria inata, apresentam uma maior
atividade migratoria, maior libertagao de citocinas e maior toxicidade anti tumoral apos
tratamento com PFA (Miller et al., 2014). Por sua vez, os neutrdfilos, apos o tratamento, levam
a uma elevada formagao de armadilhas extracelulares denominadas de NET (do inglés,
neutrophil extracellular-trap) cujo principal objetivo é a captura de bactérias e o combate a
infecao (Semmler et al., 2020; Shaul e Fridlender, 2019). No que respeita a outras células do
sistema imune inato, como as células NK (do inglés natural killer cells) e os mastocitos, ainda
nao existem evidéncias neste contexto imunologico do cancro. Similarmente a estas células,
também os fundamentos acerca da resposta das células do sistema imune adaptativo sao
poucos, reportando apenas uma menor sensibilidade das células T a apoptose apds o
tratamento (Bekeschus et al., 2013; Semmler et al., 2020).

Quanto a segunda hipotese colocada, existem evidéncias crescentes de que a morte
celular induzida por oxidagao, como a morte celular induzida pelo PFA, ocorre de maneira
pro-imunogeénica (Semmler et al., 2020). A morte celular imunogénica é uma forma de morte
celular regulada que se caracteriza pela capacidade de induzir uma resposta imune adaptativa
num ambiente imunocompetente (Ahmed e Tait, 2020). Apos indugao de ICD, as células
cancerigenas em stress ou morte celular, libertam antigénios tumorais e padroes moleculares
associados a danos, denominados DAMPs (do inglés damage-associated molecular patterns) que
estimulam os recetores de reconhecimento das células dendriticas levando a ativacao de
células T. Por sua vez, estas proliferam através do sangue e, quando atingem o microambiente
tumoral, levam a lise das células tumorais alvo, erradicando o tumor (Ahmed e Tait, 2020;
Semmler et al, 2020). Este tipo de morte ja foi reportado nalguns estudos in vitro com PFA,
no entanto os mecanismos pelos quais ocorre ainda nao sao totalmente conhecidos
(Bekeschus et al, 2018; Lin et al, 2015, 2019; Semmler et al, 2020). Adicionalmente, em
estudos pré-clinicos realizados com modelos animais de melanoma e cancro do pancreas, foi
demonstrado um aumento de células T intra-tumorais, confirmando a hipotese de que o
sistema imune esta envolvido (Liedtke et al., 2018; Semmler et al., 2020).

Desta forma, tendo em conta o potencial terapéutico em oncologia do plasma frio

atmosférico, este trabalho pretende avaliar a sua eficacia no carcinoma hepatocelular.
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Objetivos

As terapias atualmente disponiveis para o carcinoma hepatocelular estao associadas a
baixa eficacia e efeitos adversos, por vezes graves. A auséncia de seletividade destes
tratamentos para as células tumorais, leva ao dano e morte de outras populagoes celulares,
pondo em risco a vida dos doentes. Avangos cientificos tém permitido o desenvolvimento de
melhores métodos de diagndstico e tratamento desta neoplasia, no entanto surge ainda a
necessidade de uma opgao terapéutica mais eficaz e mais segura.

Assim, este projeto tem como objetivo avaliar, in vitro, o potencial do tratamento
direto com plasma frio atmosférico em diferentes linhas celulares representativas de
carcinoma hepatocelular.

Inicialmente, pretende-se avaliar o potencial efeito citotoxico do tratamento direto
com plasma frio atmosférico nas diferentes linhas celulares, através da determinagao da
atividade metabolica e conteldo proteico, apos varios tempos de exposi¢ao a terapia. Em
seguida, pretende-se uma maior clarificagao das alteragoes celulares desencadeadas pelo
plasma frio atmosférico em células de carcinoma hepatocelular, e dos mecanismos de agao
subjacentes a essas alteragoes. Para tal, serao realizados ensaios de natureza celular e
molecular, nomeadamente ensaios de avaliagao da viabilidade e morte celular, potencial de
membrana mitocondrial e quantificagao de espécies reativas. Com vista a validar os resultados
anteriores, pretende-se ainda fazer uma analise morfologica das células apos tratamento.

Desta forma, este trabalho experimental tem como objetivo clarificar os efeitos da
aplicacao direta do plasma frio atmosférico, bem como os mecanismos de agao responsaveis
por induzir alteragdoes celulares nas linhas de carcinoma hepatocelular. Para além disso,
pretende contribuir para o desenvolvimento de estudos futuros tendo em vista a translagao

clinica do plasma frio atmosférico para o tratamento de carcinoma hepatocelular.
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3.1. Culturas Celulares

Para a realizagao deste projeto foram utilizadas trés linhas celulares humanas
representativas de carcinoma hepatocelular. As linhas celulares HepG2 (ATCC® HB-8065™)
e Hep3B (ATCC® HB-8064™), adquiridas a ATCC (American Type Culture Collection), e a linha
celular Huh7 (JCRB0403) disponibilizada pela JCRB (Japanese Collection of Research
Bioresources). Todas as linhas celulares anteriormente referidas foram mantidas em condigoes
6timas de crescimento celular, em atmosfera hiumida com 95% de ar e 5% CO,, a 37°C, numa
incubadora (Binder C-150, Binder).

A selecao das diferentes linhas foi feita com base na sua diferente expressao da P53,
uma proteina de supressao tumoral, uma vez que esta proteina esta muitas vezes relacionada
com a sensibilidade aos tratamentos.

A linha celular HepG?2, uma linha isolada a partir de uma biopsia de figado de um doente
do sexo masculino, caucasiano, de |5 anos de idade, com um carcinoma hepatocelular bem
diferenciado, expressa a forma normal da proteina P53 (wtP53) (Donato, Tolosa e Lechén,
2015). Alinha celular Huh7, proveniente de tecido de carcinoma hepatocelular, cirurgicamente
retirado a um doente japonés, do género masculino, de 57 anos de idade, apresenta uma
mutagao no gene TP53, codao 220, exao 6 que induz uma sobre-expressao desta proteina
(Kawamoto et al., 2020). Por fim, a linha celular Hep3B, isolada de um figado humano de um
doente do género masculino, de racga negra, de 8 anos de idade, com carcinoma hepatocelular
primario, tem o virus da hepatite B integrado e possui uma delecao homozigética no exao | |
do gene TP53 que resulta numa nao expressao da proteina P53 (Misik et al.,, 2019; Qiu et al,
2015).

As linhas celulares foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM
(Sigma, D5648) suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS, do inglés fetal bovine serum;
Sigma, F7524), 1% de antibidtico (100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL estreptomicina; Sigma,
A5955) e piruvato de sédio (Gibco, | 1360) numa concentragao de 0,25 mM. Todos os meios
de cultura foram ajustados para o pH fisioldgico de 7,4.

Na realizacao dos estudos in vitro, as linhas celulares, de cultura aderente, foram
destacadas dos frascos de cultura com o auxilio de uma solugao de dissociagao de tripsina-
EDTA a 0,25% (Gibco, 25200). Apos a sua adigao, as células foram incubadas durante 2 a 4
minutos, a 37°C e 5% CO, e, seguidamente, a suspensao celular foi inativada com o respetivo

meio de cultura.
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Para a determinagao da concentragao celular, foi utilizado o método de exclusiao de
azul de tripano, que consiste na diluicgado de um volume conhecido de suspensao celular em
igual volume de azul tripano (Sigma, 302643). De seguida, procedeu-se a contagem do nimero
de células, num microscépio invertido (Motic AE3 1) com ampliagao de 100 vezes, com recurso

a uma camara de Neubauer.

3.2. Dispositivo de Plasma Frio Atmosférico

No Instituto de Biofisica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, foi
desenvolvido um equipamento eletronico capaz de gerar Plasma Frio Atmosférico (Almeida-
Ferreira et al., 2021; Ferreira, 2019; Lopes, 2018; Oliveira, 2019; Pereira, 2020; Silva-Teixeira
et al, 2021; Teixeira, 2017) (Almeida-Ferreira et al, 2021; Ferreira, 2019; Lopes, 2018;
Oliveira, 2019; Pereira, 2020; Silva-Teixeira et al., 2021; Teixeira, 2017). Este dispositivo, de
corrente continua, é capaz de gerar uma descarga de elevada voltagem, através de uma agulha
esterilizada com 0,9 mm de raio e 40 mm de comprimento, (Microlance 3, Becton Dickinson)
que funciona como elétrodo Unico para a produgao de Plasma Frio Atmosférico no ar. Trata-
se de um equipamento projetado para produzir uma descarga elétrica entre a ponta da agulha,
colocada a 2 mm acima da superficie do meio de cultura celular, e as placas de cultura celular,
onde as células estao semeadas. Como complemento, uma outra agulha submersa no meio de
cultura das células, funciona como o segundo elétrodo (grounded electrode). Assim, as culturas
celulares atuam tanto como area alvo, como segundo elétrodo, permitindo a produgao de
PFA. A intensidade da corrente elétrica registada na agulha em circuito fechado foi de
33%1 pA, a tensao calculada foi de aproximadamente 4000121 V e a frequéncia de pulsos foi
de 1000+10 Hz, cada pulso com [,0+0,1 ms de duragao. Este dispositivo encontra-se ainda

em fase de submissao de pedido de protegao de propriedade intelectual (Teixeira, 2017).

3.2.1.Tratamento com Plasma Frio Atmosférico

Neste projeto foi utilizada a abordagem direta do tratamento com plasma frio
atmosférico, descrita anteriormente.

Assim, com vista a avaliar o efeito citotoxico do tratamento com plasma frio
atmosférico, as linhas celulares (Hep3B, Huh7 e HepG2) foram semeadas em placas de cultura
celular de 24 pogos com uma concentragao celular de 150 000 células/mL, num volume de

500 plL/pogo. Apos incubagao de 24h, 48h e 72h, as células foram submetidas ao tratamento
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com plasma frio atmosférico, durante |5s, 30s, 60s, 90s e 120s e, em seguida, foram realizados
os ensaios de avaliagao da citotoxicidade através da atividade metabdlica e conteldo proteico.

Seguidamente, foi feita a quantificagdo das espécies reativas, nomeadamente espécies
reativas de oxigénio, geradas nas células apos o tratamento. As células foram semeadas em
placas de cultura celular de 24 pogos com uma concentragao celular de 150 000 células/mL,
num volume de 500 plL/pogco. Apds incubagao de 24h, as células foram submetidas ao
tratamento durante |5, 60 e 120 segundos, tempos de exposicao selecionados em
concordancia com os resultados obtidos nos ensaios de MTT e SRB. O conteudo intracelular
de perodxidos, radical superoxido, foi avaliado 2h, 6h e 24h apds o tratamento com PFA, por
fluorescéncia, com recurso as sondas DCFH,-DA, DHE, respetivamente.

Com recurso a citometria de fluxo, foi avaliada a viabilidade e o perfil de morte celular,
alteragoes no ciclo celular e o potencial da membrana mitocondrial. Para a realizagao dos
ensaios anteriormente referidos, as células foram semeadas em placas de cultura de 24 pogos
com uma concentragao celular de 100 000 células/mL, num volume de 500 plL/pogo. Apos
24h, as células foram submetidas ao tratamento com plasma frio atmosférico, durante 15, 60
e 120s e, 48h apos o tratamento, foram realizados os ensaios.

De forma a complementar os resultados obtidos na citometria de fluxo, foram ainda
realizados ensaios de avaliagado da morfologia celular através da coloragao May-Grinwald
Giemsa.

Em todos os ensaios realizados, foram utilizados controlos negativos, ou seja, células

que nao foram expostas ao tratamento com PFA.

3.3. Estudos de Citotoxicidade

O efeito citotdxico do PFA foi avaliado, nas trés linhas celulares humanas de carcinoma
hepatocelular, 24h, 48h e 72h apds o tratamento. Para tal, foram realizados ensaios de MTT e

de SRB.

3.3.1.Avaliacdao da atividade metabélica pelo ensaio de MTT

A atividade metabdlica foi avaliada através do ensaio colorimétrico de MTT (do inglés,
3-(4,5-dimethylthia-zolyl-2) 2,5-diphenyltetrazolium bromide). O MTT é um reagente de tetrazolio,

de cor amarela, que sofre reducio por enzimas mitocondriais, como por exemplo
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desidrogenases, em células viaveis. Isto, resulta numa conversao do MTT em cristais roxos de
formazano insoliveis em meio aquoso (Prabst et al., 2017).

Apos 24h, 48h e 72h do tratamento com PFA, o meio de cultura foi descartado e as
células foram lavadas com PBS (do inglés phosphate buffer saline: 137 mM de NaCl [Sigma,
§7653], 2,7 mM de KCI [Sigma, P9333], 10 mM de Na,HPO,,2H,0O [Sigma, S5011] e 2 mM de
KH,PO, [Sigma, P0662], pH 7,4). Seguidamente, foram adicionados 300 uL/pogo de solugao
de MTT (Applichem, A2231-0005) na concentragao de 0,5 mg/mL, pH 7,4, e as células foram
incubadas a 37°C, no escuro, durante pelo menos 2 horas.

Para a solubilizacio dos cristais de formazano formados, foram adicionados
300 pL/pogo de uma solugao de isopropanol (Sigma, 278475) com 40 mM de acido cloridrico
fumante a 37% (Merck Millipore, 100317). As placas ficaram em agitagao durante cerca de 30
min e, posteriormente, foi lida a sua absorvancia nos comprimentos de onda 570 nm e 620
nm, num espectrofotdmetro (EnSpire® Multimode Plate Reader, PerkinElmer®).

Os resultados sao apresentados sob a forma de percentagem de atividade metabdlica,

com normalizagao ao controlo.

3.3.2.Avaliacdo do conteudo proteico pelo ensaio do SRB

O conteldo proteico foi avaliado através do ensaio colorimétrico de SRB (do inglés
sulforhodamine B). Este ensaio baseia-se essencialmente na capacidade do corante SRB para se
ligar electrostaticamente a residuos de aminoacidos das proteinas celulares. Assim, a quantidade
de corante ligado permite uma extrapolagao da massa celular e consequente avaliagao da
proliferacao celular (Orellana e Kasinski, 2016; Vichai e Kirtikara, 2006).

Apos 24h, 48h e 72h do tratamento com PFA, o meio de cultura foi descartado e as
células foram lavadas com PBS. Seguidamente, as células foram fixadas com 300 pL/poco de
solucao gelada de acido acético (Sigma, 109088) a 1% em metanol (Sigma, 322415), durante |
hora, a 4°C. Findo esse tempo, a solugio de fixacdo anteriormente referida foi retirada e as
placas foram colocadas a secar. Uma vez secas, foram incubadas, durante | hora, com 300
pL/pogo de solucao de SRB a 0,4% (59012 Sigma, EUA), a temperatura ambiente, no escuro.
Posteriormente, os pogos foram lavados com agua, e foi adicionado um volume de 300 pL/poco
de Tris-NaOH, na concentragao de 10 mM, a pH 10 (Sigma, T1503). As placas ficaram em
agitacao durante cerca de 30 min e em seguida foi lida a sua absorvancia com os comprimentos
de onda 540 nm e 690 nm, num espectrofotometro (EnSpire® Multimode Plate Reader,

PerkinElmer®).
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Os resultados sao apresentados sob a forma de percentagem de conteldo proteico,

com normalizagao ao controlo.

3.4. Viabilidade e morte celulares

A apoptose, ou morte celular programada, € um mecanismo de eliminagao de células
indesejadas do nosso sistema, caracterizado pela condensagao da cromatina, redugao do
volume celular e clivagem do DNA. Para além disso, é também acompanhada de uma perda
da assimetria da membrana fosfolipidica, o que resulta na exposi¢ao de fosfatidilserina, um
fosfolipido de carga negativa, a superficie da célula. Esta translocagao da fosfatidilserina do
folheto interno para o folheto externo da membrana plasmatica, é fundamental para que as
células apoptoticas possam ser reconhecidas e eliminadas pelos macrofagos (D’Arcy, 2019;
Koopman et al., 1994). Para além da morte por apoptose, as células podem experienciar outros
tipos de morte celular, como por exemplo a necrose. Contrariamente a apoptose, esta € uma
morte celular descontrolada caracterizada por lesao celular e eventual morte, devido a
processos patologicos. Este tipo de morte celular, resulta num aumento de volume dos
organelos celulares, rutura da membrana e eventual lise da célula com derramamento do
conteudo intracelular para o tecido circulante, causando danos (D’Arcy, 2019).

Com o objetivo de avaliar a viabilidade celular e, consequentemente, os tipos de morte
celular induzidos pelo tratamento com plasma frio atmosférico, recorreu-se a citometria de
fluxo com dupla marcagao com anexina-V (AV) e iodeto de propideo (IP).

A anexina V é uma molécula que apresenta grande afinidade e especificidade para
fosfolipidos de carga negativa, tais como a fosfatidilserina. Assim, quando conjugada com um
fluorocromo, como o isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein isothiocyanate),
permite determinar a localizagao da fosfatidilserina na membrana celular e, deste modo,
identificar as células na fase inicial da apoptose. No entanto, a translocagao da fosfatidilserina
nao ocorre exclusivamente em células apoptéticas, com a membrana integra, podendo
também ocorrer em células que estao a entrar em necrose. Deste modo, a realizagao de um
teste de exclusao com iodeto de protideo é essencial (Engeland, van et al., 1998; Mariotti et
al, 2017; Vermes et al., 1995).

O iodeto de propideo, € um composto fluorescente que tem a capacidade de se
intercalar na dupla cadeia de DNA, de células com a integridade membrana comprometida,

tais como as células necréticas. Contudo, a perda da integridade membranar nao ¢é
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caracteristica exclusiva destas células, uma vez que em fases mais avan¢adas de apoptose,
ocorre rutura da membrana citoplasmatica, permitindo a entrada de IP. Deste modo, com a
dupla marcagao com AV e IP, é possivel distinguir quatro populagoes celulares distintas: as
células vivas que se apresentam negativas para ambas as marcagoes, as células em apoptose
inicial que se apresentam positivas para a marcagao com AV-FITC e negativas para marcagao
com IP, as células em apoptose tardia/necrose que se apresentam positivas para ambas as
marcagoes, e as células necroticas que se apresentam positivas para a marcagao com IP e
negativas para a AV (Darzynkiewicz et al., 1992; Engeland, van et al., 1998; Mariotti et al., 2017).

A Figura |3 ilustra as diferentes populagoes celulares.
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Figura 13 - Representacdo da interacdo anexina-V e iodeto de propideo com os diferentes tipos de
populacdes celulares - A fosfatidilserina (FS) encontra-se no folheto interno da membrana plasmatica, integra,
de uma célula viavel, nao havendo ligagdo de AV nem lodeto de propideo (IP). A FS sofre uma translocagio para
o folheto externo da membrana de células apoptéticas, verificando-se ligagao de AV, mas nio de IP. Ocorre uma
disrupgdo da membrana celular em células em apoptose tardia/ necrose, observando-se ligagio de AV a FS e do
IP a0 DNA. Células em necrose sofrem uma completa perda de integridade da membrana, sendo que apenas o
IP se liga ao DNA. Baseado em (Crowley et al., 2016).

Assim, 48 horas ap6s o tratamento com PFA, 6x10° células foram centrifugadas durante
5 minutos a 1300 xG. Em seguida, adicionou-se | mL de PBS e as células foram novamente
centrifugadas nas mesmas condi¢coes. Apos descartar o sobrenadante, as células foram
incubadas com 100 pL de tampao de ligagao (0,01 M de Hepes [Sigma, H7523], 0,14 M de
NaCl e 0,25 mM de CaCl, [Sigma, C4901]), 2,5 uL de AV-FITC (Immunostep, ANXVKF) e |
uL de IP (Immunostep, ANXVKF) durante |5 minutos a 37°C, na auséncia de luz. Apos
incubagao, foram adicionados 400 pL de tampao de ligacao e procedeu-se a analise num
citometro de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson), usando o comprimento de onda de
excitagao de 488 nm e comprimentos de onda de emissao de 533 nm para a AV-FITC e de

640 nm para o IP.
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Os resultados sao apresentados sob a forma de percentagem de células identificadas
em cada uma das subpopulagdes: células viaveis (V), células em apoptose inicial (A), células em

apoptose tardia/necrose (A/N) e células em necrose (N).

3.5. Avaliacao do ciclo celular

Muitas vezes, a morte ou inibicao da proliferagao estao associadas a bloqueios em fases
especificas do ciclo celular. Assim sendo, para avaliar a existéncia de bloqueios no ciclo celular,
como resposta ao tratamento com plasma frio atmosférico, realizou-se um ensaio de
citometria com recurso ao iodeto de propideo (IP). Como referido anteriormente, o iodeto
de propideo (IP), tem a capacidade de se intercalar no DNA, podendo também interagir com
o RNA. Assim, de modo a obter-se uma marcagao especifica para o DNA, é necessaria a
remogao do RNA por incubagao com RNase. Como resultado, a quantidade de corante ligado
ira ser proporcional a quantidade de DNA existente nas células, permitindo a identificagao das
diferentes populagoes celulares em fases distintas do ciclo celular (Go/G,, a fase S e as fases
G,/M). Por vezes, é ainda possivel a identificagao de uma populagao celular adicional, células
apoptoticas com DNA fracionado, através do pico pré- Go/G,, também denominado de pico
apoptotico (Darzynkiewicz, Bedner e Smolewski, 2001).

Assim, 48 horas apds o tratamento com PFA, 6x10° células foram centrifugadas durante
5 minutos a 1300xG. Em seguida, adicionou-se ImL de PBS e as células foram novamente
centrifugadas nas condi¢oes anteriormente descritas. Apos descartar o sobrenadante, as
células foram fixadas com 200 pL etanol (Sigma, 24102) a 70% e incubadas durante 30 minutos
a 4°C. Apbds incubagio, foram adicionados 2 mL de PBS e as células foram novamente
centrifugadas a 1300 xG durante 5 minutos. Seguidamente, as células foram incubadas com
200 pL de uma solugao de IP/RNase (Immunostep, PI/RNase) durante |5 minutos, no escuro.
A anilise foi realizada no citometro de fluxo FACSCalibur com os comprimentos de onda de
excitacao de 488 nm e de emissao de 640 nm.

Os resultados sao apresentados sob a forma de percentagem de células identificadas

em cada uma das subpopulagoes: pré-Gy/G,, Go/G), S e G,/M.
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3.6. Avaliacao do potencial de membrana

O potencial da membrana mitocondrial (AWm), gerado pelas bombas de protoes, é um
componente essencial no processo de armazenamento de energia, durante a fosforilagao
oxidativa. Para além disso, é também um fator determinante na viabilidade celular, uma vez
que a sua alteragao, em situagoes de stresse, € um dos eventos iniciais da apoptose (Bedner
et al., 1999; Zorova et al., 2018).

Uma das abordagens mais comuns para a avaliagao do potencial de membrana
mitocondrial (AWm) ¢ a utilizagao da sonda fluorescente JC-1 (do inglés 5,5°,6,6-tetrachloro-
[, 1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolocarbocyanine iodide). O JC-1 é um fluorocromo lipofilico
cationico capaz de formar agregados (A) ou mondmeros (M) consoante o estado de
polarizagao/despolarizagaio da membrana mitocondrial. Em células viaveis, cuja membrana
mitocondrial se encontra polarizada, o JC-| acumula-se na mitocéndria, formando agregados
que, quando excitados, emitem fluorescéncia no comprimento de onda do vermelho (590 nm).
Em casos de stresse celular ou mesmo apoptose, ha uma diminuicao do potencial de
membrana mitocondrial, levando a um estado de despolarizagao. Nestas condigoes, a
mitocondria nao retém o fluorocromo, ficando este disperso no citoplasma sob a forma de
mondmeros, que quando excitados emitem fluorescéncia no comprimento de onda verde
(527 nm). Isto leva a uma alteragao reversivel da cor do fluorocromo de vermelho para verde.
Desta forma, o racio da fluorescéncia dos monomeros e agregados (M/A) fornece uma
estimativa do estado do potencial de membrana mitocondrial. Quanto maior este racio, maior
a disfungao ao nivel da mitocondria (Bedner et al., 1999; Cossarizza et al., 1993; Perry et al.,
201 1; Solaini et al., 2007; Zorova et al., 2018).

Assim, 48 horas apds o tratamento com PFA, 6x10° células foram centrifugadas durante
5 minutos a 1300 xG. Em seguida, adicionou-se | mL de PBS e as células foram novamente
centrifugadas nas condi¢coes anteriormente descritas. Apds descartar o sobrenadante, as
células foram incubadas com | mL de PBS e 5 pg/mL da sonda JC-I, (Sigma, T4069) durante
I5 minutos, a 37°C, na auséncia de luz. Apés incubagio, foram adicionados 2 ml de tampao
de PBS e o conteldo celular foi novamente centrifugado durante 5 min a 1300 xG. Por ultimo,
foram adicionados 400 pL de PBS e procedeu-se a anilise num citometro de fluxo
(FACSCalibur, Becton Dickinson), usando o comprimento de onda de excitagao de 590 nm
para os agregados e de 530 nm para os monomeros. Os resultados sao apresentados como a
variacio da razio das intensidades de fluorescéncia de monomeros/agregados (M/A),

normalizada ao controlo.
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3.7. Espécies reativas de oxigénio

As células tumorais produzem elevadas quantidades de espécies reativas de oxigénio e
hidrogénio e, embora isto aumente a sua capacidade proliferativa, elevados niveis podem levar
a sua morte por apoptose (Brany et al., 2020). Para a avaliagao das espécies reativas produzidas,
nomeadamente o conteldo celular de superéxidos e do anido superoxido, foram realizados
ensaios de fluorescéncia 2, 6 e 24 horas apds o tratamento das linhas celulares de carcinoma

hepatocelular com PFA.

3.7.1.Analise do conteudo intracelular de peroxidos

A quantificagao intracelular de peroxidos foi efetuada através da oxidagao intracelular
da sonda nao fluorescente DCFH,-DA (do inglés, 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate). O
composto, uma vez dentro da célula, &€ metabolizado, por estereases intracelulares, em DCFH
(do inglés 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein), impermeavel a membrana. Na presenca de
peroxidos, este sofre oxidagao dando origem a DCF (do inglés 2’,7’-dichlorofluorescein), um
produto fluorescente e detetavel (Fuloria et al., 2021; Tarpey, Wink e Grisham, 2004).

Para a avaliagao dos peroxidos intracelulares, 2, 6 e 24 horas apds o tratamento com
PFA, 9x10° células foram centrifugadas durante 5 minutos a 1300 xG. Apos lavagem com PBS,
as células foram novamente centrifugadas durante 5 minutos a 1300 xG e foram adicionados
500 pL de PBS. Seguidamente, as células foram incubadas com 0,5 pM da sonda DCFH,-DA
(Invitrogen, D-399) durante 45 minutos a 37°C, no escuro. Por (ltimo, as células foram
centrifugadas durante 5 minutos a 1300 xG e a leitura foi realizada num espectrofotémetro
(EnSpire® Multimode Plate Reader, PerkinElmer®) com comprimentos de onda de excitagao
de 485 nm e de emissao de 528 nm. Os resultados sao apresentados como a média das

intensidades de fluorescéncia (MIFs) normalizada ao controlo.

3.7.2.Analise do conteudo intracelular de radical superoxido

Com vista a analisar o conteldo intracelular do aniao superoxido, foi utilizada a sonda
DHE (do inglés dihydroethidium). Este composto, uma vez dentro da célula, é oxidado pelo
aniao superéxido e forma um composto vermelho fluorescente que intercala no DNA, o 2-

hidroxietideo (2-O-HE"). Assim, através da fluorescéncia, é possivel estimar a presenca deste
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radical no interior da célula. Embora, esta sonda seja relativamente especifica para a detegao
do superéxido, a DHE também pode sofrer oxidagao por ONOO™ ou ‘OH e originar um
outro composto, o etideo (E) (Dikalov e Harrison, 2014; Fuloria et al., 2021; Wojtala et dl,
2014).

Para a avaliagao do conteudo intracelular do aniao superoxido, 2, 6 e 24 horas apods o
tratamento com PFA, 9x10° células foram centrifugadas durante 5 minutos a 1300 xG. Apos
lavagem com PBS, as células foram novamente centrifugadas durante 5 minutos a 1300 xG e
foram adicionados 500 pL de PBS. Seguidamente, as células foram incubadas com 2,5 pM da
sonda DHE (Sigma, D7008) durante |5 minutos a 37°C, no escuro. Por dltimo, as células
foram centrifugadas durante 5 minutos a 1300 xG e a leitura foi realizada num
espectrofotometro (EnSpire® Multimode Plate Reader, PerkinElmer®) com comprimentos de
onda de excitagao de 530 nm e de emissao de 645 nm. Os resultados sao apresentados como

a média das intensidades de fluorescéncia (MIFs) normalizada ao controlo.

3.8. Analise morfologica

A andlise das caracteristicas morfoldgicas das células permite a avaliagao do tipo de
morte celular induzida pelo tratamento direto com PFA. Para tal foi utilizada a técnica de May-
Grinwald-Giemsa por microscopia ética através de esfregagos de células e coloragao dos
mesmos com o corante May-Grinwald-Giemsa (Nogueira et al, 2020). Esta coloragao
permite, assim, a visualizagao dos componentes intracelulares e dos nucleos que coram rosa-
laranja e roxo, respetivamente (Piaton et al., 2016).

Assim, 48 horas apos o tratamento com PFA, foram destacadas 100 000 células de
cada condigao e foram centrifugadas a 1300 xG durante 5 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com PBS. De seguida, foram novamente
centrifugadas nas mesmas condi¢oes e o sobrenadante foi descartado. As células obtidas,
foram ressuspensas em 25 pL de FBS, de forma a melhorar a sua adesao a lamina. Apos
ressuspensao do conteudo celular, procedeu-se a realizagao dos esfregagos e deixaram-se as
laminas a secar durante, pelo menos, 30 minutos. As laminas foram fixadas durante 5 minutos
em metanol. Posteriormente, procedeu-se a coloragao com a solugao de May-Grinwald
(Merck Millipore, 101424) durante 4 minutos e, de seguida, com solugao de Giemsa (Merck
Millipore, 109204) a 5% em PBS, durante |5 minutos. Por fim, os esfregagos foram lavados

com PBS e deixados a secar ao ar. Posteriormente, para observagao das laminas e obtengao
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das fotografias foi utilizado o microscépio otico Nikon Eclipse Ni equipado com Nikon Digital
Camera DS-Fi2.
Para cada linha celular os resultados sao apresentados de forma qualitativa, com 3

fotografias representativas para cada condigao.

3.9. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software IBM SPSS Statistics versao 27 para
Windows (GraphPad Software, La Jolla California EUA). A avaliagado da normalidade de
distribuicao das variaveis quantitativas foi feita de acordo com o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias foi realizada de acordo com o teste de Levene.

Para a comparagao dos tempos de exposigao ao plasma para cada tempo de avaliagao

em relagao ao controlo, tratando-se de valores normalizados ao controlo, foi realizado o
Wilcoxon signed-rank test.
Nas comparagoes multiplas entre tempos de exposi¢ao ao plasma, tempos de avaliagao ou
linhas celulares foram utilizados testes paramétricos, no caso de se verificar uma distribuigao
normal, e testes nao paramétricos, em caso contrario. A analise foi feita com recurso ao teste
One-way Analysis of Variance (One-way ANOVA), se a amostra apresentasse uma distribuicao
normal, e pelo teste Kruskal-Wallis caso nao se verificasse a ultima condigao. Para cada anilise,
as comparagoes multiplas em caso de variancias nao presumidas foram realizadas segundo o
teste de Games-Howell ou segundo o teste de Tukey em caso contrario.

Para todas as comparagoes foi considerado um valor de significancia de 0,05.

49






Capitulo IV

Resultados






Resultados

Neste capitulo, serao apresentados os resultados obtidos da realizagao dos ensaios
detalhados na secgao anterior “Materiais e Métodos”, de forma a avaliar os efeitos induzidos
pelo plasma frio atmosférico in vitro, nas trés linhas celulares de carcinoma hepatocelular

consideradas nesta dissertagao.

4.1. Estudos de Citotoxicidade

De forma a avaliar a toxicidade induzida pelo PFA nas trés linhas celulares de carcinoma
hepatocelular, foram realizados os ensaios de MTT e de SRB, 24h, 48h e 72h apds exposicao
ao tratamento. No ensaio de MTT foi avaliado o efeito do PFA na atividade metabdlica,
enquanto no ensaio de SRB foi avaliado o seu efeito no conteldo proteico. Para ambos os
casos, utilizaram se os tempos de exposi¢ao ao plasma frio atmosférico de |5, 30, 60, 90 e

120 segundos.

4.1.1.Atividade metabdlica

Na Figura 14 estao representados os resultados da atividade metabdlica das linhas
celulares HuH7 (Figura 14A), HepG2 (Figura 14B) e Hep3B (Figura 14C), apds exposicao ao
plasma frio durante 15, 30, 60, 90 e 120 segundos. Os resultados estao expressos em
percentagem de atividade metabdlica, normalizada ao controlo. De um modo geral, verificou-
se uma diminuicao da atividade metabdlica com o aumento do tempo de exposi¢ao e com o
aumento do tempo de avaliagao apos a realizagao do tratamento com PFA (Figura 14).

Considerando os resultados obtidos na linha celular HuH7 (Figura 14A), 24 horas apoés
o tratamento, foi possivel verificar uma diminuigao, estatisticamente significativa, da atividade
metabdlica apds exposicao de |I5s ao PFA (90,37+1,55%, p<0,001), de 30s (75,37%1,72%,
p<0,001), de 60s (66,00%l,16%, p<0,001), de 90s (65,50+1,98%, p<0,001) e de 120s
(39,86%2,92%, p<0,001), comparativamente ao controlo. Comparando os valores obtidos para
cada tempo de exposicao, foi possivel verificar que o aumento do empo de exposi¢ao levou a
um maior decréscimo da atividade metabdlica, tal como representado graficamente na Figura

|4A. Desta forma, verificou-se que a exposi¢ao ao tratamento com PFA com tempos mais
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longos induziu um decréscimo significativo da atividade metabodlica comparativamente aos

tempos de exposicao mais curtos ao PFA (p<0,001).

A

1204

[

<

=
1

e
=
1

Atividade metabolica (%)
(normalizado ao controlo)
IS o
=l =
1 1

204

15 30 60 90 120 15 30 60 90 120 15 30 60 90 120
Tempo de exposi¢cio do meio ao PFA (s)

B Kk ok
sxk
[ e
ek ok
xx &k Kk ok
1204 N [ — | e |

Atividade metabolica (%)
(normalizado ao controlo)

15 30 60 90 120 15 30 60 90 120 15 30 60 90 120
Tempo de exposicao do meio ao PFA (s)

Atividade metabolica (%)
(normalizado ao controlo)

15 30 60 90 120 15 30 60 90 120 15 30 60 90 120
Tempo de exposicio do meio ao PFA (s)

Figura 14 - Atividade metabdlica ap6s exposicdo ao tratamento com PFA. O PFA diminuiu a atividade
metabdlica, avaliada através do ensaio de MTT, das linhas celulares HuH7 (A), HepG2 (B) e Hep3B (C), de forma
dependente do tempo de exposigdao e incubagdo apos o tratamento. Os ensaios foram realizados 24, 48 e 72
horas apds tratamento com PFA. Os resultados estio expressos como a médiaterro padrao, da percentagem
de atividade metabdlica normalizada ao controlo (n=3 experiéncias independentes em triplicado). Os *
representam as diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de exposi¢ao e o controlo, bem como
entre os diferentes tempos de exposi¢do: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Relativamente aos resultados obtidos 48 horas apos o tratamento (Figura 14A), foi
possivel observar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao,
estatisticamente significativa, da atividade metabdlica apds exposicao de 15s (88,43%1,21%,
p<0,001), de 30s (79,51+2,03%, p<0,001), de 60s (59,39+2,00%, p<0,001), de 90s
(47,10£2,10%, p<0,001) e de 120s (24,48+2,94%, p<0,001), comparativamente ao controlo.
Na analise dos valores obtidos para cada tempo de exposigao, foi possivel observar que o
aumento do tempo de exposicao levou a um maior decréscimo da atividade metabolica, tal
como representado na Figura [4A. Assim, verificou-se que a exposigao a tempos de exposigao
mais longos ao PFA induziu um decréscimo significativo da atividade metabdlica,
comparativamente aos tempos de exposicao mais curtos ao PFA (p<0,00| para todas as
comparagoes entre os tempos de exposi¢ao).

Na andlise dos resultados obtidos 72 horas ap6s o tratamento (Figura 14A), foi possivel
verificar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao,
estatisticamente significativa, da atividade metabolica apds exposicao de |5s (65,82+1,40%,
p<0,001), de 30s (58,08+1,63%, p<0,001), de 60s (39,6 1+1,61%, p<0,001), de 90s (4,52+0,75%,
p<0,001) e de 120s (1,25%0,15%, p<0,001), comparativamente ao controlo. Tendo em
consideragao os valores obtidos para cada tempo de exposi¢ao, foi possivel observar que o
aumento do tempo de exposicao levou novamente a um maior decréscimo da atividade
metabdlica, tal como representado na Figura 14A. Assim, observou-se que exposi¢ao a tempos
mais longos induziu um maior decréscimo significativo da atividade metabdlica,
comparativamente a uma exposi¢ao a tempos mais curtos (p<0,00| para a generalidade das
comparagoes entre os diferentes tempos de exposi¢ao).

Neste estudo, analisou-se também se o tempo decorrido apds a exposicao ao
tratamento com PFA poderia influenciar os efeitos induzidos na atividade metabdlica. De uma
forma geral, foi possivel observar um decréscimo da atividade metabdlica com o aumento do
tempo apos exposicao ao plasma frio atmosférico. Foi, pois, possivel verificar que 72h apés o
tratamento com PFA se verificou um decréscimo significativo da atividade metabdlica
comparativamente apos 48h e apos 24h, para todos os tempos de exposicao ao PFA (p<0,001).

Quanto aos resultados obtidos na linha celular HepG2 (Figura 14B), 24 horas apos o
tratamento, foi possivel verificar uma diminuicao, estatisticamente significativa, da atividade
metabolica apds exposicao ao PFA de 60s (88,91+2,82%, p=0,002), de 90s (80,72+3,40%,
p<0.001) e de 120s (71,63+2,69%, p<0,001), comparativamente ao controlo. Os resultados
obtidos para cada tempo de exposigao, permitiram verificar que o aumento do tempo de

exposi¢ao levou a um maior decréscimo da atividade metabdlica, tal como representado
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graficamente na Figura 14B. Desta forma, verificou-se que a exposi¢ao ao tratamento com
PFA com tempos mais longos induziu um decréscimo da atividade metabdlica significativo,
comparativamente a exposigao a tempos mais curtos (p<0,00] na maioria das comparagoes
entre os diferentes tempos de exposicao ao PFA).

Considerando os resultados obtidos 48 horas apés o tratamento (Figura 14B), foi
possivel observar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao,
estatisticamente significativa, da atividade metabolica apos exposicao de 30s (94,32+1,70%,
p=0,012), de 60s (86,69%1,62%, p<0,001), de 90s (73,38+1,91%, p<0.001) e de 120s
(43,28+4,37%, p<0,001), comparativamente ao controlo. Na analise dos valores obtidos para
cada tempo de exposigao, foi possivel observar que o aumento do tempo de exposigao levou
a um maior decréscimo da atividade metabdlica, tal como referido anteriormente,
representado na Figura 14B. Assim, verificou-se que a exposi¢ao a tempos mais longos do
tratamento com PFA de 120s induziu um decréscimo significativo da atividade metabdlica,
comparativamente a uma exposi¢ao a tempos de exposicao mais curtos (p<0,00! para a
generalidade das comparagoes entre os tempos de exposi¢ao).

Na analise dos resultados obtidos 72 horas apés o tratamento (Figura 14B), foi possivel
verificar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao,
estatisticamente significativa, da atividade metabolica apos exposicao de |5s (76,4312,18%,
p<0,001), de 30s (70,06+2,14%, p<0,001), de 60s (57,06+2,12%, p<0,001), de 90s
(46,09+1,815%, p<0,001) e de 120s (22,19%3,19%, p<0,001), comparativamente ao controlo.
Tal como verificado apos 24h e apos 48h, foi possivel observar que tempos de exposi¢ao ao
PFA mais longos induziram um decréscimo significativo da atividade metabdlica
comparativamente aos tempos mais curtos (p<0,00| para a maioria das comparagoes entre
os tempos de exposi¢ao), tal como observado na Figura 14B.

Tal como referido anteriormente, avaliou-se também se o tempo de avaliagao
decorrido apos o tratamento com PFA teria impacto nos resultados obtidos. Nesse sentido,
de uma forma geral para todos os tempos de exposi¢ao ao plasma, foi verificado um aumento
do decréscimo da atividade metabolica com o aumento do tempo decorrido apés exposicao
ao plasma atmosférico frio. Desta forma, foi possivel verificar que apos 72h se observou um
decréscimo da atividade metabdlica significativamente superior ao observado apos 24h e apos
48h, para todos os tempos de exposi¢ao ao tratamento com PFA (p<0,001 para a generalidade
dos tempos de exposicao ao PFA). De igual forma, o decréscimo da atividade metabdlica foi
significativamente superior 48h apds exposicao ao tratamento com PFA comparativamente a

obtida 24h apds o tratamento (p<0,001 para todos os tempos de exposi¢ao ao tratamento).
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Relativamente aos resultados obtidos para a linha celular Hep3B (Figura 14C), 24 horas
apos o tratamento, foi possivel verificar uma diminuigao, estatisticamente significativa, da
atividade metabodlica apos exposicao ao PFA de |5s (91,23%+2,33%, p=0,002, de 30s
(91,02+3,57%, p=0,021), de 60s (81,56%3,00%, p=0,001), de 90s (72,30+3,09%, p=0,001) e de
120s (49,73+4,37%, p=0,001), comparativamente ao controlo. Comparando os valores
obtidos para cada tempo de exposicao, foi possivel verificar que o aumento do tempo de
exposi¢ao levou a um maior decréscimo da atividade metabdlica, tal como representado
graficamente na Figura 14C. Assim, verificou-se que a exposi¢ao ao tratamento com PFA com
tempos mais longos induziu um decréscimo da atividade metabdlica, significativamente
superior, comparativamente a uma exposi¢ao a tempos mais curtos (p<0,00| na maioria das
comparagoes entre os tempos de exposi¢ao).

Considerando os resultados obtidos 48 horas apos o tratamento (Figura 14C), foi
possivel observar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao,
estatisticamente significativa, da atividade metabolica apos exposicao de |5s (89,7712,48%,
p=0,001), de 30s (79,23+2,45%, p<0,001), de 60s (58,23+3,24%, p<0,001), de 90s
(47,79%4,50%, p=0,001) e de 120s (17,37+2,47%, p=0,001), comparativamente ao controlo.
Na anadlise dos valores obtidos para cada tempo de exposicao, foi possivel observar que o
aumento do tempo de exposi¢ao levou a um maior decréscimo da atividade metabodlica, tal
como representado na Figura 14C. Desta forma, verificou-se que a exposi¢cao ao PFA por
tempos mais longos induziu um decréscimo da atividade metabdlica significativamente
superior, comparativamente a uma exposi¢do a tempos mais curtos (p<0,00l para a
generalidade das comparagoes entre os tempos de exposi¢cao considerados).

Analisando os resultados obtidos 72 horas apés o tratamento (Figura 14C), foi possivel
verificar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu, de facto, uma diminuicao
estatisticamente significativa da atividade metabdlica apos exposicao de |15s (84,1713,20%,
p=0,001), de 30s (65,43+3,58%, p=0,001), de 60s (42,53+3,18%, p=0,003), de 90s (7,92+1,83%,
p=0,001) e de 120s (3,23%+0,45%, p=0,003), comparativamente ao controlo. Tendo em
consideragao os valores obtidos para cada tempo de exposi¢ao, foi possivel observar que o
aumento do tempo de exposi¢ao levou a um maior decréscimo da atividade metabdlica, tal
como representado na Figura 14C. Assim, observou-se que a exposi¢ao ao tratamento com
PFA, com recurso a tempos de exposigao mais longos, levou a um decréscimo significativo da
atividade metabolica, comparativamente a exposi¢cao a tempos mais curtos (p<0,00| para a

maioria das comparagoes entre os tempos de exposiao).
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Tal como estudado nas linhas celulares de estudo anteriores, analisou-se novamente o
efeito do tempo decorrido apés a exposigao ao tratamento com PFA nas diferengas
observadas na atividade metabdlica. De uma forma geral, foi possivel observar um decréscimo
da atividade metabdlica com o aumento do tempo apos exposigao ao plasma frio atmosférico.
Assim, verificou-se um decréscimo significativo da atividade metabolica 72h apés o tratamento
apos 24h e apos 48h (p<0,001 para a generalidade das comparagdes considerando os
diferentes tempos de exposi¢ao ao plasma). De igual forma, foi possivel também verificar que
apos 48h ocurreu uma diminuigao significativa da atividade metabodlica comparativamente aos
resultados obtidos apds 24h (p<0,001 para a maioria das comparagoes tendo em conta os
resultados obtidos para os diferentes tempos de exposi¢ao ao PFA).

No que respeita a comparagao entre linhas celulares, os resultados obtidos indicam
que para 24h apds o tratamento com PFA, a linha HuH7 apresentou uma maior sensibilidade
ao tratamento. De uma forma geral, para todos os tempos de exposi¢ao ao tratamento com
PFA, a linha HuH7 apresentou um decréscimo significativo da atividade metabdlica
comparativamente as linhas celulares HepG2 (p<0,00| para a generalidade dos tempos de
exposicao) e Hep3B (p<0,01 para a generalidade dos tempos de exposi¢ao ao PFA). De igual
forma, a linha celular HepG?2 apresentou o menor decréscimo da atividade metabolica apos
exposi¢cao ao tratamento com PFA, demonstrando uma menor sensibilidade ao tratamento
(p<0,001 na maioria dos tempos de exposicao ao PFA).

Considerando os resultados obtidos 48h apos o tratamento com PFA, verificou-se que
a maior ou menor sensibilidade das diferentes linhas celulares dependia dos tempos de
exposicao ao PFA. Assim, apos | 5s de exposicao a terapia, a linha Huh7 foi a que demonstrou
uma maior sensibilidade, devido a decréscimo significativo da atividade metabdlica
relativamente a linha celular HepG2 (p<0,001). Apds 30s de exposicao ao PFA, foi observado
um decréscimo significativo da atividade metabédlica da linha celular Hep3B comparativamente
a linha celular HepG2 (p<0,001), sendo a linha mais sensivel ao tratamento para este tempo
de exposicao. Relativamente aos 60s de exposicao, foi possivel observar que a diminui¢ao da
atividade metabolica da linha celular Hep3B foi significativamente superior a linha celular
HepG2 (p<0,001). Considerando o tempo de exposicao de 90s, foi possivel verificar uma
atividade metabdlica significativamente inferior da linha celular Huh7 comparativamente a linha
celular HepG2 (p<0,001). Para os 120s ap6s exposicao ao PFA, as células Hep3B voltou a
demonstrar uma diminuigao significativa da atividade metabdlica comparativamente as células

HepG2 (p=0,003). Em concordancia com os resultados das 24h, foi verificado que para todos
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os tempos de exposicao ao tratamento, a linha celular HepG2 demonstrou uma menor
sensibilidade ao tratamento com PFA.

Por ultimo, para os resultados obtidos 72h apos o tratamento com PFA, para todas as
linhas celulares, foi possivel observar que, de uma forma geral, a linha celular HuH7 foi a que
apresentou uma maior sensibilidade ao tratamento com plasma atmosférico frio para todos
os tempos de exposigao, apresentando um decréscimo significativo da atividade metabolica
comparativamente a linha celular HepG2 (p<0,001 para todos os tempos de exposigao ao
PFA) e a linha celular Hep3B (p=0,003 considerando uma exposi¢ao ao PFA de 120s). Tal
como observado para as 24h e as 48h, a linha celular HepG2 foi a que apresentou uma menor
sensibilidade ao tratamento (p<0,001 na generalidade das comparagdes para os diferentes

tempos de exposicao ao PFA).

4.1.2.Conteudo proteico

Na Figura 15 estao representados os resultados da avaliagao do conteldo proteico das
linhas celulares HuH7 (Figura 15A), HepG2 (Figura 15B) e Hep3B (Figura I5C), apos
exposi¢ao ao plasma frio durante 15, 30, 60, 90 e 120 segundos. Os resultados sao expressos

em percentagem de conteldo proteico normalizada ao controlo.
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Figura |5 - Contetido proteico apos exposicdo ao tratamento com PFA. O PFA diminuiu o contetdo
proteico, avaliado pelo ensaio de SRB, das linhas celulares HuH7 (A), HepG2 (B) e Hep3B (C), de forma
dependente do tempo de exposigdo e incubagio apos o tratamento. Os ensaios foram realizados 24, 48 e 72
horas apds tratamento com PFA. Os resultados estao expressos como a médiaterro padrao, da percentagem
de conteldo proteico normalizada ao controlo (n23 experiéncias independentes em triplicado). Os *
representam as diferencas estatisticamente significativas entre os tempos de exposi¢ao e o controlo, bem como
entre os diferentes tempos de exposi¢do: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Em similaridade com os resultados obtidos para a atividade metabolica, de uma forma
geral, verificou-se uma diminuigdo do conteldo proteico com o aumento do tempo de
exposi¢ao e com o aumento do tempo de avaliagao apos a realizagao da terapia (Figura 15).

Considerando os resultados obtidos na linha celular HuH7 (Figura 15A), 24 horas apos
o tratamento, foi possivel verificar uma diminuigao estatisticamente significativa do contetdo
proteico, apés exposicao ao PFA de 15s (82,81+2,72%, p<0,001), de 30s (75,55+3,25%,
p<0,001), de 60s (60,96%2,98%, p<0,001), de 90s (53,95+2,19%, p<0,001) e de 120s
(46,20%2,51%, p<0,001), comparativamente ao controlo. Comparando os valores obtidos para
cada tempo de exposicao, foi possivel verificar que o aumento do tempo de exposigao levou
a um maior decréscimo do conteudo proteico, tal como representado graficamente na Figura
I5A. Assim, de forma geral, verificou-se que a exposi¢ao ao tratamento com PFA com recurso
a tempos mais longos induziu um decréscimo significativo do conteudo proteico
comparativamente a tempos de uma exposi¢cao mais curtos (p<0,00| para a generalidade das
comparagoes entre os tempos de exposi¢ao).

Quanto aos resultados obtidos 48 horas apés o tratamento (Figura 15A), foi possivel
observar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao,
estatisticamente significativa, do conteudo proteico apos exposicao de |5s (75,92+1,26%,
p<0,001), de 30s (64,61+1,25%, p<0,001), de 60s (53,42+1,35%, p<0,001), de 90s
(43,39%1,61%, p<0,001) e de 120s (31,18+2,42%, p<0,001), comparativamente ao controlo.
Na anadlise dos valores obtidos para cada tempo de exposicao, foi possivel observar que o
aumento do tempo de exposicao levou a um maior decréscimo do conteldo proteico, tal
como representado na Figura |5A. Assim, verificou-se que a exposi¢ao a tempos mais longos
com PFA induziu um decréscimo do conteldo proteico significativamente superior,
comparativamente a uma exposicdo a tempos mais curtos (p<0,00] para todas as
comparagoes entre os tempos de exposi¢ao).

Na andlise dos resultados obtidos 72 horas ap6s o tratamento (Figura | 5A), foi possivel
verificar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao,
estatisticamente significativa, do conteudo proteico apos exposicao de |5s (62,25%1,95%,
p<0,001), de 30s (53,72+2,60%, p<0,001), de 60s (35,76+1,94%, p<0,001), de 90s
(18,11%2,65%, p<0,001) e de 120s (4,69+0,27%, p<0,001), comparativamente ao controlo.
Tendo em consideragao os valores obtidos para cada tempo de exposicao, foi possivel
observar que o aumento do tempo de exposi¢ao leva a um maior decréscimo do conteido
proteico, tal como representado na Figura |5A. Assim, observou-se que maiores tempos de

exposi¢ao ao tratamento com PFA induziram um decréscimo do conteudo proteico
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significativamente superior ao observado com a exposi¢ao a tempos menores (p<0,001 para
a generalidade das comparagoes efetuadas).

Neste estudo, analisou-se também se o tempo decorrido apds a exposi¢io ao
tratamento com PFA poderia influenciar os efeitos induzidos no conteido proteico. Nesse
sentido, e de forma geral, foi possivel observar um decréscimo do contetdo proteico com o
aumento do tempo apos a exposigao ao plasma frio atmosférico. Desta forma, na generalidade,
para os diferentes tempos de exposi¢ao ao plasma frio atmosférico, foi possivel verificar um
decréscimo significativo do contetdo proteico 72h apds o tratamento, comparativamente as
24h (p<0,001 para todos os tempos de exposi¢ao) e as 48h (p<0,00| para a generalidade dos
tempos de exposi¢ao). Para além disso, 48h apos o tratamento verificou-se uma diminuigao
significativa do conteudo proteico comparativamente as 24h apos 30s (p=0,016), 90s (p=0,001)
e 120s (p<0,001).

Quanto aos resultados obtidos na linha celular HepG?2 (Figura 15B), 24 horas apos o
tratamento, foi possivel verificar uma diminuigao estatisticamente significativa do contetdo
proteico apds exposicao ao PFA de 15s (90,76%2,27%, p<0,001), de 60s (89,47+2,75%,
p<0,001), de 90s (82,19+3,01%, p<0,001) e de 120s (67,06+2,49%, p<0,001l),
comparativamente ao controlo. Comparando os valores obtidos para cada tempo de
exposicao, foi possivel verificar que o aumento do tempo de exposi¢cao levou a um maior
decréscimo do conteudo proteico, tal como representado graficamente na Figura |15B. Desta
forma, verificou-se que a exposi¢ao ao tratamento com PFA com tempos mais longos induziu
um decréscimo do conteudo proteico significativamente superior comparativamente a uma
exposi¢ao a tempos mais curtos (p<0,001, na generalidade das comparagoes).

Considerando os resultados obtidos 48 horas apos o tratamento (Figura |15B), foi
possivel observar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao,
estatisticamente significativa, do contelddo proteico apos exposicao de |5s (96,33+2,26%,
p<0,001), de 30s (79,17+2,08%, p<0,001), de 60s (67,86+1,60%, p<0,001), de 90s
(67,85%2,15%, p<0,001) e de 120s (66,71+3,08%, p<0,001), comparativamente ao controlo.
Na andlise dos valores obtidos para cada tempo de exposicao, foi possivel observar que o
aumento do tempo de exposi¢ao levou a um maior decréscimo do conteudo proteico, tal
como representado na Figura |5B. Assim, verificou-se que a exposi¢ao a tempos mais longos
ao tratamento com PFA, nomeadamente exposicao a 120s e 90s, induziu um decréscimo do
conteudo proteico significativamente superior, comparativamente a uma exposi¢ao a tempos

mais curtos (p<0,001).
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Na andlise dos resultados obtidos 72 horas apés o tratamento (Figura 15B), foi possivel
verificar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuicao
estatisticamente significativa do contetudo proteico apés exposicao de |5s (72,07+3,52%,
p<0,001), de 30s (4571%+2,29%, p<0,001), de 60s (35,09+1,65%, p<0,001), de 90s
(33,94£2,34%, p<0,001) e de 120s (31,27+1,93%, p<0,001), comparativamente ao controlo.
Tendo em consideragio os valores obtidos para cada tempo de exposicao, foi possivel
observar que o aumento do tempo de exposicao levou a um maior decréscimo do conteldo
proteico, tal como representado na Figura |15B. Assim, observou-se que a exposigao a tempos
mais longos de PFA induziu um decréscimo do contetdo proteico significativamente superior,
comparativamente a exposi¢ao a tempos mais curtos (p<0,001 e p<0,0l para a generalidade
das comparagoes entre os tempos considerados).

Relativamente aos resultados obtidos para a linha celular Hep3B (Figura |5C), 24 horas
apds o tratamento, foi possivel verificar uma diminuigao, estatisticamente significativa, do
contelldo proteico apos exposicao ao PFA de |5s (73,59+5,57%, p=0,001), de 30s
(88,78+3,98%, p=0,046), de 60s (78,53+3,87%, p=0,002), de 90s (66,25+3,27%, p=0,001) e de
120s (64,2116,00%, p=0,001), comparativamente ao controlo. Comparando os valores
obtidos para cada tempo de exposicao, foi possivel verificar que o aumento do tempo de
exposi¢cao levou a um maior decréscimo do conteldo proteico, tal como representado
graficamente na Figura 15C. Assim, verificou-se que a exposi¢ao ao tratamento com PFA de
[20s induziu um decréscimo do conteudo proteico significativamente superior
comparativamente a uma exposi¢cao de 30s (p=0,026). Foi também possivel verificar que o
contelldo proteico apds exposicio ao PFA de 90s foi significativamente inferior
comparativamente a exposi¢ao de 30s (p=0,001).

Considerando os resultados obtidos 48 horas apos o tratamento (Figura 15C), foi
possivel observar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao
estatisticamente significativa do conteldo proteico apods exposicao de |5s (86,45+4,17%,
p=0,008), de 60s (72,24%+4,90%, p=0,003), de 90s (59,11+5,06%, p=0,001) e de 120s
(28,30%13,32%, p=0,001), comparativamente ao controlo. Na analise dos valores obtidos para
cada tempo de exposicao, foi possivel observar que o aumento do tempo de exposicao leva a
um maior decréscimo do conteldo proteico, tal como representado na Figura 15C. Desta
forma, verificou-se que a exposicao a 120s ao tratamento com PFA induziu um decréscimo
do conteldo proteico significativamente superior, comparativamente a uma exposi¢ao a

tempos mais curtos (p<0,001). Por ultimo, observou-se ainda que o conteido proteico apos
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exposicao ao PFA de 90s foi significativamente inferior comparativamente a exposicao de |5s
(p=0,003) e de 30s (p=0,002).

Na andlise dos resultados obtidos 72 horas apds o tratamento (Figura |5C), foi possivel
verificar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuicao
estatisticamente significativa do conteldo proteico apés exposicao de |5s (73,81+8,15%,
p=0,016), de 30s (78,82+6,4%, p=0,01), de 60s (55,54%5,91%, p=0,003), de 90s (34,42+5,94%,
p=0,002) e de 120s (7,86+2,08%, p=0,003), comparativamente ao controlo. Tendo em
consideragao os valores obtidos para cada tempo de exposicao, foi possivel observar que o
aumento do tempo de exposi¢ao levou a um maior decréscimo do conteldo proteico, tal
como representado na Figura |5C. Assim, observou-se que a exposi¢ao ao tratamento com
PFA de 120s induziu um decréscimo do conteddo proteico significativamente superior,
comparativamente a uma exposicao de |5s (p<0,001), de 30s (p<0,001), de 60s (p<0,001) e
de 90s (p=0,007). Por fim, verificou-se também que o conteudo proteico apds exposi¢ao ao
PFA de 90s foi significativamente inferior comparativamente a exposi¢ao de |5s (p=0,008) e
de 30s (p<0,001).

Como estudado nas linhas de estudo anteriores, analisou-se se o tempo decorrido
apos a exposicao ao tratamento com PFA poderia influenciar os efeitos induzidos no contetido
proteico. Nesse sentido, de forma geral, foi possivel observar um decréscimo do contelido
proteico com o aumento do tempo apos exposi¢ao ao plasma frio atmosférico. Foi possivel
verificar um decréscimo significativo do conteudo proteico 72h apos o tratamento
comparativamente as 24h apos exposicao ao PFA de 60s, 90s e 120s comparativamente as 48h
(p=0,007, p=0,001 e p<0,001, respetivamente).

No que respeita a comparagao entre linhas celulares, os resultados obtidos indicaram
que, para as 24h apo6s o tratamento com PFA, a sensibilidade das diferentes linhas celulares ao
tratamento depende do tempo de exposi¢ao. Desta forma, a linha celular HuH7 foi a que
mostrou uma maior sensibilidade, devido a decréscimo significativo do seu conteudo proteico,
ap6s 30s de exposicao, relativamente a linha celular Hep3B (p=0,011) que, por sua vez,
apresentou uma diminui¢ao significativa do conteudo proteico comparativamente a linha
celular HepG2 (p=0,041). No que toca a uma exposi¢ao de 60s, foi observado um decréscimo
significativo do conteldo proteico da linha celular Huh7 comparativamente a linha celular
Hep3B (p<0,001). Para os tempos de exposicao ao PFA mais longos, a linha celular HuH7
apresentou-se como a mais sensivel, com uma diminuicao do conteudo proteico significativa

comparativamente a linha celular HepG?2 e Hep3B (p<0,01 para as comparagoes consideradas).
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De um modo geral, verificou-se que para todos os tempos de exposi¢ao ao tratamento,
a linha celular HepG2 foi a que demonstrou uma menor sensibilidade ao tratamento com PFA.

Considerando os resultados obtidos 48h apos o tratamento com PFA, verificou-se de
uma forma geral que a linha celular HuH7 se revelou como a mais sensivel ao tratamento,
tendo-se verificado uma diminuigao significativa do conteido proteico comparativamente as
linhas celulares HepG2 e Hep3B (p<0,01 para a generalidade das comparagoes nos diferentes
tempos de exposi¢ao). Em concordancia com os resultados das 24h, foi verificado que para
todos os tempos de exposicao ao tratamento, a linha celular HepG2 foi a que demonstrou
ser mais resistente ao PFA.

Relativamente aos resultados obtidos 72h apos o tratamento com PFA, para todas as
linhas celulares, foi possivel observar que, de uma forma geral, a linha celular Huh7 foi a que
mostrou uma maior sensibilidade, devido a um decréscimo significativo do contetido em
relagao as linhas celulares HepG2 e Hep3B (p<0,01 para a generalidade dos tempos de
exposi¢ao ao PFA). Em concordancia com os resultados discutidos anteriormente, foi possivel
verificar que, de um modo geral, a linha celular HepG2 foi a que apresentou menor
sensibilidade ao tratamento com plasma frio atmosférico, em todos os tempos de exposicao

ao tratamento.

4.2. Viabilidade e perfil de morte celular

Com o intuito de avaliar o tipo de morte celular nas trés linhas celulares de carcinoma
hepatocelular, foram realizados os ensaios de citometria de fluxo, 48h apds exposicao ao
tratamento, com recurso a dupla marcagao AV/IP.

Na Figura 16 estiao representados os resultados preliminares da viabilidade e do perfil
de morte celular das linhas celulares HuH7 (Figura 16A), HepG2 (Figura 16B) e Hep3B (Figura
16C), apds exposicao ao plasma frio durante 15, 60 e 120 segundos. Os resultados sao

expressos em percentagem de células.
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Figura 16 - Viabilidade celular ap6s exposicdo ao tratamento com PFA. O PFA tende a diminuir a
viabilidade das linhas celulares HuH7 (a), HepG2 (b) e Hep3B (c), de forma dependente do tempo de exposicao
ao tratamento. A viabilidade e o perfil de morte celular foram avaliados através do ensaio de citometria de fluxo,
48 horas apos tratamento com PFA. Os resultados preliminares estio expressos como a médiatdesvio padrao,
da percentagem de células viaveis (V), células em apoptose inicial (A), células em apoptose/necrose (A/N) e
células em necrose (N) (n22 experiéncias independentes em duplicado).

De um modo geral, verificou-se uma tendéncia para a diminui¢ao do nimero de células
vidveis com o aumento do tempo de exposicao ao PFA. Essa tendéncia de diminuicao da
viabilidade celular foi acompanhada por uma tendéncia do aumento da populagao celular em

morte celular, podendo ocorrer principalmente por apoptose e por necrose (Figura |6).
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Resultados

Considerando os resultados obtidos na linha celular HuH7 (Figura 16A), foi possivel
observar uma tendéncia para uma diminuigao da viabilidade celular em relagao ao controlo
para todos os tempos de exposicao, sendo que apds |5s de exposicao ao tratamento, a
percentagem de células vivas foi de 55,75%15,28%, apos 60s foi de 51,00+17,9% e apos 120s
foi de 31,83+10,30%, comparativamente ao controlo, onde se observou uma percentagem de
73,25+11,44%. No que respeita aos |5s apos exposigao ao tratamento, foi possivel verificar
que a morte celular que tende a predominar foi a morte por apoptose inicial (18,13+6,03%).
Relativamente aos 60 apos exposicao, esta tendéncia continuou a verificar-se, por um aumento
de células em apoptose inicial (21,17£7,52%). Para além disso, também a percentagem de
células em apoptose tardia/necrose (9,83+5,04%) e necrose (18,0+9,47%) tende a aumentar
comparativamente ao controlo, onde se observou uma percentagem de 9,1314,26% de células
em apoptose inicial, 6,50+4,44% de células em apoptose tardia/necrose e |1,1314,16% de
células em necrose. Quanto aos 120s de exposicao ao tratamento, de uma maneira geral,
observa-se um aumento de células em morte celular comparativamente ao controlo, no
entanto o tipo de morte mais predominante foi a morte por necrose (34,0+12,00%).

De uma maneira geral é possivel verificar uma tendéncia para um aumento de células
em apoptose para tempos de exposicao mais curtos e um maior aumento de células em
necrose para tempos de exposicao mais elevados.

Relativamente aos resultados obtidos na linha celular HepG?2 (Figura |16B), foi possivel
observar uma tendéncia para a inexisténcia de alteragoes na viabilidade celular apds o
tratamento com PFA, comparativamente ao controlo, considerando todos os tempos de
exposi¢ao. De forma similar, as populagoes de células em morte por apoptose inicial, por
apoptose tardia/necrose e por necrose tendem a apresentar percentagens de células
semelhantes para os diferentes tempos de exposi¢ao ao plasma e para o controlo. Assim, apos
exposicao de |5s ao plasma, a percentagem de células vivas foi de 53,25+7,46%, para os 60s
foi de 48,0019,84% e para os 120s foi de 54,5+8,54%, comparativamente de uma percentagem
de 52,00+4,16% no controlo. A percentagem de células em morte celular por apoptose inicial
foi de 13,75+10,24% apds exposicao de |5s, de 19,00+10,68% apos exposicao de 60s e de
[1,50£3,1 1% apos exposicao de 120s, comparativamente a uma percentagem de 12,75+3,20%.
De forma similar, apos exposicao de |5s ao plasma, observou-se uma percentagem de células
em morte celular por apoptose tardia/necrose de 18,00+6,06%, de 18,50+4,73% apos 60s de
exposi¢ao ao PFA e de 16,25+4,99% apos a exposicao de 120s, comparativamente de uma
percentagem de 18,50%1,73% no controlo. Relativamente a populagao de células em morte

celular por necrose, verificou-se uma percentagem de 15,00+5,35% apos exposigao de |5s, de
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15,25+4,65% apos exposicao ao PFA de 60s e de 17,75+6,95%, comparativamente a uma
percentagem de 16,75%6,95%.

Por ultimo, na linha celular Hep3B (Figura 16C), foi possivel observar uma tendéncia
para uma diminuigao da viabilidade celular em relagao ao controlo para todos os tempos de
exposi¢ao, sendo que para os |5s de exposigao ao tratamento, a percentagem de células vivas
foi de 55,25+2,63%, para os 60s foi de 42,50+7,33% e para os 120s foi de 48,75+12,61%,
comparativamente a uma percentagem de células vivas de 61,17+6,01% no controlo. No que
respeita aos |5s apds exposicao ao tratamento, foi possivel verificar que nao existiu um tipo
de morte predominante, verificando-se células em apoptose inicial (15,83+9,81%), apoptose
tardia/necrose (14,50%5,68%) e necrose (12,00%3,10%). Relativamente aos 60s apos
exposicao, esta tendéncia continua a verificar-se, uma vez que a percentagem de células nos
diferentes tipos de morte celular é muito semelhante. Para além disso, também a percentagem
de células em apoptose inicial (17,75%9,18%), apoptose tardia/necrose (18,75+4,92%) e
necrose (20,25%+0,50%) tendeu a aumentar comparativamente ao controlo (8,83+2,79%,
15,6715,16% e 14,33+2,94%, respetivamente). Quanto aos |120s de exposi¢ao ao tratamento,
de uma maneira geral, observou-se uma tendéncia para o aumento de células em morte celular
comparativamente ao controlo, no entanto o tipo de morte predominante foi a morte por
apoptose inicial (23,25%19,84%).

Contrariamente ao observado para as linhas celulares anteriores, foi possivel verificar,
nesta linha celular, uma tendéncia para um aumento de células em apoptose inicial para tempos
de exposi¢ao mais longos.

De forma geral, as linhas celulares em estudo mostraram ser sensiveis ao tratamento
com PFA, com excecao da linha HepG2 que nao sofreu alteragdes significativas de viabilidade

celular (Figura 16).

4.3. Analise morfologica

De forma a complementar os resultados preliminares obtidos na avaliagao da
viabilidade e tipos de morte celular, foi realizada a andlise das alteragoes morfologicas induzidas
pelo tratamento com plasma frio atmosférico, 48 horas apds exposicao a |5s, 60s e 120s. Os
resultados obtidos encontram-se representados nas Figuras 17, 18 e 19, sendo apresentadas

trés imagens representativas por condigao.
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A Figura 17 apresenta as imagens representativas dos resultados obtidos na linha

celular HuH?7.
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Figura 17 - Analise morfolégica da linha celular HuH7. As imagens representativas foram obtidas apés
coloragao com May-Griinwald-Giemsa e ilustram os resultados obtidos 48 horas apos incubagdo de células nio
irradiadas (controlo) e de células irradiadas durante 15, 60 e 120 segundos. As imagens foram obtidas com uma
ampliacao de 50x. As setas pretas correspondem a blebbings, as laranja a vacuolizagao citoplasmatica, as verdes
ao extravasamento do citoplasma e as azuis correspondem a fragmentagao nuclear.

Através da andlise das imagens obtidas, foi possivel verificar que nos controlos, as
células sao na sua maioria células viaveis. Ainda assim, foi possivel observar células em
apoptose, pela presenga de protuberancias na membrana plasmatica denominadas de blebs e
vacuolizagao citoplasmatica, e células em necrose, caracterizadas por extravasamento do
citoplasma (Figura 17). Apos 15s de exposicao ao tratamento com PFA nao se verificam
diferencas significativas relativamente ao controlo. No entanto, apos 60s de exposicao ao PFA

foi possivel observar um aumento de células em apoptose relativamente as condigoes
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anteriores. Adicionalmente, células com extravasamento do citoplasma, em morte por
necrose, também foram observadas para este tempo de exposigao. Por fim, relativamente ao
maior tempo de exposicao, de 120s, verificou-se uma grande quantidade de células com
alteragoes morfoldgicas caracteristicas de morte celular por apoptose e necrose (Figura 17).
Em concordancia com os resultados obtidos na citometria, foi possivel verificar que para a
linha celular HUH7 tempos de exposigao menores, induzem morte celular por apoptose e
tempos maiores induzem morte celular por necrose.

A Figura 18 apresenta as imagens representativas dos resultados obtidos na linha

celular HepG2.
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Figura 18 - Analise morfoldgica da linha celular HepG2. As imagens representativas foram obtidas apos
coloragdo com May-Griinwald-Giemsa e ilustram os resultados obtidos 48 horas apés incubagdo de células nao
irradiadas (controlo) e de células irradiadas durante 15, 60 e 120 segundos. As imagens foram obtidas com uma
ampliacao de 50x. As setas pretas correspondem a blebbings, as laranja a vacuolizagao citoplasmatica, as verdes
ao extravasamento do citoplasma e as azuis correspondem a fragmentagao nuclear.

Nesta linha celular, a andlise das imagens representativas do controlo permite verificar

a presenga de um numero consideravel de células em morte celular por apoptose,
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evidenciadas pela formagao de blebs e fragmentagao nuclear (Figura 18). Este facto estd em
concordancia com o verificado na andlise da viabilidade e tipos de morte celular por citometria
de fluxo, onde foi igualmente verificada uma viabilidade celular relativamente baixa nesta
condicao. Considerando a analise das imagens representativas para as condigoes de
tratamento, foi possivel observar, para o tempo de exposicao ao PFA de |5s, que as células
se apresentavam vidveis na sua maioria, no entanto, também foi possivel observar a presenca
de células em morte celular por apoptose e por necrose, pela presenga de blebs e
fragmentagao nuclear, bem como pela presengca de extravasamento do citoplasma,
respetivamente. Por fim, para os maiores tempos de exposicao, de 60 e |20s, foi possivel
observar predominantemente células em apoptose, embora algumas células, em menor
numero, apresentassem caracteristicas morfologicas caracteristicas de morte celular por
necrose.

A Figura 19 apresenta as imagens representativas dos resultados obtidos na linha

celular Hep3B.
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Figura 19 - Analise morfolégica da linha celular Hep3B. As imagens representativas foram obtidas apos
coloragdo com May-Griinwald-Giemsa e ilustram os resultados obtidos 48 horas apds incubagiao de células nao
irradiadas (controlo) e de células irradiadas durante 15, 60 e 120 segundos. As imagens foram obtidas com uma
ampliacao de 50x. As setas pretas correspondem a blebbings, as laranja a vacuolizagao citoplasmatica, as verdes
ao extravasamento do citoplasma e as azuis correspondem a fragmentagao nuclear.

De acordo com a analise das imagens obtidas para esta linha celular, é possivel observar
que no controlo, as células observadas se encontram maioritariamente viaveis (Figura 19).

Verificou-se também que, apds |5s de exposicao ao tratamento com PFA, nao se
verificam diferencas significativas relativamente ao as imagens obtidas para o controlo. No que
respeita a analise das imagens obtidas apos o tratamento com 60s de exposicao, foi possivel
observar um aumento de células em apoptose, caracterizadas pela formagao de blebs,
fragmentacao nuclear e vacuolizagao, relativamente as condigoes anteriores. Foram igualmente
observadas algumas células em necrose, com extravasamento do citoplasma. Por fim,
relativamente ao tempo de exposi¢cao de 120s, foi possivel verificar um grande numero de

células em morte celular por apoptose e por necrose (Figura 19).
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Em concordancia com os resultados obtidos por citometria de fluxo, foi possivel
verificar que para a linha celular Hep3B tempos de exposicao mais curtos induziram morte
celular por apoptose e que os tempos de exposicao ao PFA induziram morte celular por

necrose.

4.4. Ciclo celular

Na Figura 20 estao representados os resultados preliminares das alteragoes no ciclo
celular das linhas celulares HuH7 (Figura 20A), HepG2 (Figura 20B) e Hep3B (Figura 20C),
apo6s exposicao ao plasma frio atmosférico durante |5, 60 e 120 segundos. Os resultados estao
expressos em percentagem de células para cada uma das fases do ciclo: pré- Go/G,, Go/G, S
e G,/M.

De um modo geral, verificou-se uma diminuigao de células em fase Go/G, e um aumento
de células em fase G,/M, com o aumento do tempo de exposicao ao tratamento com PFA
(Figura 20).

Considerando os resultados obtidos na linha celular HuH7 (Figura 20A), foi possivel
observar uma tendéncia para uma diminuicio da percentagem de células em fase Gy/G,,
comparativamente ao controlo, para todos os tempos de exposi¢ao. Desta forma, para o
tempo de exposicao de |5s, a percentagem de células em Gy/G, foi de 52,11+7,04%, apos
exposicao de 60s foi de 42,17+6,85% e apos exposicao de 120s foi de 29+10,25%,
comparativamente a uma percentagem de 60,5613,78%. No que respeita ao tratamento com
exposicao de |5s, foi ainda possivel verificar uma tendéncia para um aumento do nimero de
células em fase S (33,44+9,85%) e fase G,/M (14,44+6,15%) comparativamente ao controlo
(26,7814,6% e 12,6712,92%, respetivamente). Considerando os resultados apds exposi¢ao ao
PFA de 60s identificaram-se 32,67+7,37% de células em fase S e 25,1716, 1% de células em
G,/M. Apos 120s de exposicao ao tratamento, é possivel observar-se uma tendéncia para
aumento de células em fase G,/M (48,60+17,10%), comparativamente ao controlo e a tempos
de exposicao mais curtos. No que respeita as células em pré-Gy/G;, o denominado pico
apoptotico, verificou-se uma tendéncia para um aumento da percentagem destas células com

o aumento do tempo de exposigao a terapia.
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Figura 20 - Alteracdes no ciclo celular ap6s exposicdao ao tratamento com PFA. O PFA tende a induzir
alteragoes no ciclo celular das linhas celulares HuH7 (a), HepG2 (b) e Hep3B (c), de forma dependente do tempo
de exposicao ao tratamento. A progressao do ciclo celular foi avaliada através do ensaio de citometria de fluxo,
48 horas apos tratamento com PFA. Os resultados preliminares estdo expressos como a médiatdesvio padrao,
da percentagem de células identificadas em cada fase: pré-Go/Gi, Go/Gi, S e Gy/M. (n22 experiéncias
independentes em duplicado).

Relativamente aos resultados obtidos na linha celular HepG2 (Figura 20B), foi possivel
observar uma tendéncia para uma diminuicdo da percentagem de células em fase Gy/G,,
comparativamente ao controlo para todos os tempos de exposi¢cao, sendo que apds exposi¢ao
ao PFA de |5s, a percentagem de células foi nesta fase do ciclo celular foi de 54,75+0,96%,
ap6s exposicao de 60s foi de 47,0£10,0% e apos exposicao de 120s foi de 36,50+9,0%,

comparativamente a uma percentagem de 56,00£2,00% no controlo. No que respeita a
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exposicao ao tratamento de |5s, foi ainda possivel verificar uma tendéncia para a diminuigao
da percentagem de células em fase S (20,25+2,06%) e uma tendéncia para o aumento da
percentagem de células em fase G,/M (14,44+6,15%) comparativamente ao controlo
(26,50+0,58% e 17,50+1,73%, respetivamente). Relativamente ao tratamento com exposigao
de 60s esta tendéncia continua a verificar-se (22,00+6,06% de células em fase S e 31,00+4,08%
de células em G,/M). Quanto aos resultados obtidos apds uma exposicao ao PFA de |120s, foi
possivel observar uma tendéncia para aumento de células em fase G,/M (43,50+6,76%),
comparativamente ao controlo e comparativamente a tempos de exposi¢cao mais curtos. No
que respeita as células em pré-Gy/G,, verificou-se que a exposigao ao PFA tende a nao induzir
alteragoes na percentagem de células identificadas no pico apoptotico.

No que concerne aos resultados obtidos para linha celular Hep3B (Figura 20C), foi
possivel observar uma tendéncia para uma diminui¢ao da percentagem de células na fase Go/G,,
comparativamente ao controlo para todos os tempos de exposi¢ao. Desta forma, apos
exposi¢cao ao PFA de |5s, a percentagem de células nesta fase do ciclo foi de 49,75%5,12%,
apo6s exposicao de 60s foi de 32,50+11,73% e apds exposicao de 120s foi de 22,33+17,39%,
comparativamente a uma percentagem de 55,75+5,85% no controlo. No que respeita aos |15s
apods exposicao ao tratamento, foi ainda possivel verificar que tende a existir um aumento de
células em fase S (24,50+2,52%) e em fase G,/M (25,75%3,20%) comparativamente ao controlo
(22,25%2,22% e 22,00+4,97%, respetivamente). Relativamente ao tratamento com exposi¢ao
ao PFA de 60s, verificou-se uma tendéncia para o aumento da percentagem de células em fase
G,/M (52,75%12,15%). Além disso, verificou-se uma tendéncia para o decréscimo da
percentagem de células em fase S (14,75+1,89%). Quanto aos resultados obtidos apos
exposi¢cao ao PFA durante 120s, foi possivel observar-se uma tendéncia para o aumento de
células em fase G,/M (47,00+14,80%) comparativamente ao controlo. No que respeita as
células em fase pré-Gy/G,, verificou-se, tal como na linha celular HepG2 que a exposicao ao
PFA tende a nao induzir alteragdes na percentagem de células identificadas no pico apoptotico.

De forma geral, os resultados preliminares relativos as alteragdes no ciclo celular
induzidas pelo tratamento com PFA, mostraram uma tendéncia para um bloqueio das células

nas fases S e G2/M, dependente dos tempos de exposi¢ao ao PFA (Figura 20).
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4.5. Potencial de membrana mitocondrial

Para compreender a influéncia do tratamento com PFA na fungao mitocondrial das
linhas celulares em estudo, foram avaliados os seus efeitos no potencial de membrana
mitocondrial (Ay,,), por citometria de fluxo, com recurso a sonda JC-l, 48 horas apos
tratamento. Os tempos de exposi¢ao aos quais as células foram expostas foram de 15, 60 e
120 segundos. Na Figura 2| estio representados os resultados preliminares obtidos para
ambas as linhas celulares, representados sob a forma da razao monomeros/agregados (M/A),

normalizada ao controlo.
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Figura 21 - Potencial de membrana mitocondrial apés exposicao ao tratamento com PFA. O PFA
tende a induzir despolarizagio da membrana mitocondrial das linhas celulares HuH7 (a), HepG2 (b) e Hep3B (c),
de forma dependente do tempo de exposicao ao tratamento. O potencial da membrana mitocondrial foi avaliado
através do ensaio de citometria de fluxo, 48 horas apds tratamento com PFA. Os resultados preliminares estiao
expressos como a médiatdesvio padrao, da razaio monémeros/ agregados (M/A) normalizada ao controlo (n22
experiéncias independentes em duplicado).

De acordo com o grafico correspondente a linha celular Huh7 (Figura 21), foi possivel
verificar uma tendéncia para o aumento do potencial de membrana mitocondrial aos 120s
(1,23£0,27) comparativamente ao controlo, o que pode ser indicativo de disfungio
mitocondrial. Desta forma foi possivel verificar que o maior grau de disfungao da membrana
tende a ocorrer para o maior tempo de exposi¢ao ao tratamento.

Relativamente aos resultados obtidos para a linha celular HepG2 (Figura 21), foi
possivel verificar uma tendéncia para um aumento do potencial de membrana mitocondrial
para todos os tempos de exposi¢ao a terapia, comparativamente ao controlo. Desta forma,
verificou-se uma tendéncia para o aumento da razio M/A apds exposicao ao PFA de |5s

(1,34%0,36), apos exposicao de 60s (1,35+0,01) e apos exposicao de 120s (1,26+0,07). Assim,
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tal como na linha celular HuH7, foi possivel verificar que esta tendéncia para a alteragao no
potencial de membrana mitocondrial podera indicar disfungdo mitocondrial e
consequentemente, induzir morte celular.

Por fim, considerando os resultados obtidos para a linha celular Hep3B (Figura 21), foi
possivel verificar que para todos os tempos de exposi¢ao a terapia, tende a ocorrer um
aumento da razao M/A em relagao ao controlo, sendo que apds exposicao ao PFA de | 5s esta
razao foi de 1,3310,13, apos exposigao de 60s foi de 1,34+0,32 e apds exposicao de |20s foi
de 2,16%1,02. Estes dados parecem indicar que o aumento do tempo de exposigao ao
tratamento com PFA poderd induzir uma maior despolarizagdo do potencial de membrana

mitocondrial.

4.6. Espécies reativas de oxigénio

De forma a avaliar a producao de espécies reativas de oxigénio induzida pelo PFA, nas
trés linhas celulares de carcinoma hepatocelular, foram avaliados o conteldo intracelular de
peroxidos e o conteudo intracelular do radical superéxido, 2, 6 e 24 horas apds exposi¢ao ao
tratamento. O conteudo intracelular de peroxidos foi avaliado com recurso a sonda DCFH,-
DA e o conteudo intracelular do radical superéxido foi avaliado com recurso a sonda DHE.

Para ambos os ensaios, utilizaram se os tempos de exposi¢ao ao plasma frio atmosférico de

I5, 60 e 120 segundos.

4.6.1.Conteudo intracelular de peroxidos

Na Figura 22 estao representados os resultados do conteudo intracelular de perdxidos
das linhas celulares HuH7 (Figura 22A), HepG2 (Figura 22B) e Hep3B (Figura 22C), apos
exposi¢ao ao plasma frio durante 15, 60 e 120s. Os resultados sao expressos pela média das
intensidades de fluorescéncia, hormalizada ao controlo.

Considerando os resultados obtidos na linha celular HuH7 (Figura 22A), 2 horas apos

o tratamento, foi possivel verificar uma diminuicao estatisticamente significativa do conteudo
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intracelular de peroxidos apds exposi¢ao ao PFA de 15s (0,86+0,11, p=0,018), de 60s
(0,800, 16, p=0,043) e de 120s (0,71%0,22, p=0,028), comparativamente ao controlo.
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Figura 22 - Conteudo intracelular de peroxidos apds exposicdo ao tratamento com PFA. O PFA
diminuiu o conteldo intracelular de peréxidos das linhas celulares HuH7 (2), HepG2 (b) e Hep3B (c), de forma
dependente do tempo de exposigdo e incubagao apds o tratamento. O conteudo intracelular de peroéxidos foi
avaliado por fluorescéncia 2, 6 e 24 horas apos tratamento com PFA, utilizando a sonda DCFH,-DA. Os
resultados estio expressos como a médiatdesvio padrio, da média das intensidades de fluorescéncia (MIFs)
normalizada ao controlo (n=3 experiéncias independentes em triplicado). Os * representam as diferengas
estatisticamente significativas entre os tempos de exposi¢do, sendo que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e
¥ significa p<0,001.
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Comparando os valores obtidos para cada tempo de exposigao, foi possivel verificar
uma tendéncia para que o aumento do tempo de exposi¢ao levou a um maior decréscimo do
conteldo intracelular peroxidos (Figura 22A).

Relativamente aos resultados obtidos 6 horas apds o tratamento (Figura 22A), foi
possivel observar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao
estatisticamente significativa do conteldo intracelular de peroxidos apds exposigao de 120s
(0,70+0,16, p=0,027), comparativamente ao controlo. Na analise dos valores obtidos para cada
tempo de exposicao, foi possivel observar que o aumento do tempo de exposicao tende a
induzir leva a um maior decréscimo do contetdo intracelular de peréxidos (Figura 22A).

No que respeita aos resultados obtidos 24 horas apos o tratamento, foi possivel
verificar que o tratamento com plasma frio atmosférico nao induziu alteragoes significativas
no conteudo intracelular de peréoxidos apos exposi¢cao ao PFA comparativamente ao controlo.
Contudo, podera verificar-se uma tendéncia para uma diminuicao desta espécie para o maior
tempo de exposicao ao PFA.

Neste estudo, analisou-se também se o tempo decorrido apds a exposi¢ao ao
tratamento com PFA poderia influenciar os efeitos induzidos no conteudo intracelular de
peroxidos. Nesse sentido, de forma geral, foi possivel observar que a diminuigao do contetdo
intracelular de peroxidos foi mais evidente para o menor tempo apds a exposi¢cao ao PFA.
Assim, verificou-se que apds exposicao ao PFA de |5s, o decréscimo do nivel intracelular de
peroxidos foi significativamente superior as 2h comparativamente as 24h (p=0,043).

Considerando os resultados obtidos na linha celular HepG?2 (Figura 22B), 2 horas apés
o tratamento, foi possivel verificar uma diminuigao estatisticamente significativa do conteido
intracelular de peroxidos apos exposicao ao PFA de 15s (0,90+0,10, p=0,007), de 60s
(0,75+0,13, p=0,008) e de 120s (0,59%0,18, p=0,008), comparativamente ao controlo.
Comparando os valores obtidos para cada tempo de exposicao, foi possivel verificar que o
aumento do tempo de exposicao leva a um maior decréscimo do conteudo intracelular
peroxidos, tal como representado graficamente na Figura 22B. Desta forma, verificou-se que
a exposicao ao tratamento com PFA de 120s induziu um decréscimo do conteudo intracelular
de peroxidos significativamente superior comparativamente a uma exposicao de |I5s
(p<0,001).

Relativamente aos resultados obtidos 6 horas apos o tratamento (Figura 22B), foi
possivel observar que o tratamento com plasma frio atmosférico induziu uma diminuigao
estatisticamente significativa do conteudo intracelular de perdxidos apos exposicao de 120s

(0,70+0, 16, p=0,012), comparativamente ao controlo. Na analise dos valores obtidos para cada
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tempo de exposicao, foi possivel observar que o aumento do tempo de exposigao leva a um
maior decréscimo do conteudo intracelular de perodxidos, tal como representado na Figura
22B. Assim, verificou-se que a exposicao de 120s ao PFA induziu um decréscimo do conteido
intracelular de perodxidos significativamente superior, comparativamente a uma exposi¢ao de
I5s (p=0,010) e de 60s (p=0,003).

No que diz respeito aos resultados obtidos 24 horas apds o tratamento, nao se
verificaram alteragoes significativas no conteudo intracelular de perdxidos apos exposigao ao
PFA comparativamente ao controlo. Contudo, comparando os valores obtidos para cada
tempo de exposicao, foi possivel verificar que o aumento do tempo de exposigao levou a um
maior decréscimo do conteudo intracelular perdxidos, tal como representado graficamente
na Figura 22B. Assim, observou-se que apds exposicao de |120s ao tratamento com PFA,
induziu um decréscimo do conteudo intracelular de perdxidos significativamente superior,
comparativamente a uma exposi¢cao de |5s (p=0,028).

Neste estudo, analisou-se também se os efeitos induzidos no conteudo intracelular de
peroxidos apos a exposicao ao PFA dependeriam do tempo decorrido apds o tratamento.
Nesse sentido, de forma geral, foi possivel observar que o decréscimo do conteldo
intracelular de peréxidos foi mais pronunciado as 2h comparativamente as 6h e 24h. Desta
forma, o decréscimo do conteudo intracelular de peréxidos apds exposicao de |5s foi
significativamente superior as 2h comparativamente as 6h (p=0.017) e as 24h (p=0.011). No
que toca a uma exposicao de 60s, foi observado um decréscimo significativo do contetdo
intracelular de peroxidos as 2h comparativamente as 24h (p=0,019). Adicionalmente também
se verificou esta diminuigao significativa entre as 6 e as 2h (p=0,018). Por fim, apds exposi¢ao
de 120s, observou-se um conteudo intracelular de peroxidos as 24h significativamente
superior ao observado as 2h (p<0,001) e as 6h (p=0,039).

Relativamente aos resultados obtidos na linha celular Hep3B (Figura 22C), 2 horas apés
o tratamento, foi possivel verificar uma diminuigao estatisticamente significativa do conteudo
intracelular de peroxidos apos exposicaio ao PFA de 120s (0,80+0,15, p=0,046),
comparativamente ao controlo. Comparando os valores obtidos para cada tempo de
exposicao, foi possivel verificar que o aumento do tempo de exposi¢cao leva a um maior
decréscimo do conteudo intracelular perdxidos, tal como representado graficamente na
Figura 22C. Desta forma, verificou-se que a exposi¢ao ao tratamento com PFA de 120s induziu
um decréscimo do conteudo intracelular de peroxidos significativamente superior

comparativamente a uma exposigao de |5s (p<0,001).
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No que concerne aos resultados obtidos 6 e 24h horas apos o tratamento
(Figura 22C), nao se observaram diferengas significativas no conteido de perodxidos
intracelulares apos o tratamento com plasma frio atmosférico.

Como referido anteriormente, neste estudo, analisou-se também se o tempo
decorrido apés a exposi¢ao ao tratamento com PFA poderia influenciar os efeitos induzidos
no conteldo intracelular de peroxidos. Nesse sentido, de forma geral, nao se verificaram
diferencas significativas do contetdo intracelular de peroxidos com o aumento do tempo apos

exposi¢ao ao plasma frio atmosférico.

4.6.2.Conteudo intracelular de radical superoxido

Na Figura 23 estao representados os resultados do conteudo intracelular de radical
superoxido das linhas celulares HuH7 (Figura 23A), HepG2 (Figura 23B) e Hep3B (Figura 23C),
apo6s exposicao ao plasma frio durante |5, 60 e 120s. Os resultados sao expressos pela média

das intensidades de fluorescéncia normalizada ao controlo.
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Figura 23 - Conteudo intracelular de radical superéxido apos exposicdo ao tratamento com PFA.
O PFA levou a alteragdes no conteldo intracelular de perdxidos das linhas celulares HuH7 (a), HepG2 (b) e
Hep3B (c), de forma dependente do tempo de exposigio e incubagio apds o tratamento. O conteudo intracelular
de radical superoxido foi avaliado por fluorescéncia 2, 6 e 24 horas apés tratamento com PFA, utilizando a sonda
DHE. Os resultados estao expressos como a médiatdesvio padrao, da média das intensidades de fluorescéncia
(MIFs) normalizada ao controlo (n=3 experiéncias independentes em triplicado). Os * representam as diferencas
estatisticamente significativas entre os tempos de exposi¢do, sendo que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e
*** significa p<0,001.
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Considerando os resultados obtidos na linha celular HuH7 (Figura 23A), 2 horas apos
o tratamento, foi possivel verificar que o tratamento com plasma frio atmosférico nao induziu
alteragoes significativas no conteudo intracelular de radical superdxido em relagao ao
controlo. Comparando os valores obtidos para cada tempo de exposigao, foi possivel
igualmente verificar a auséncia de alteragoes significativas no contetdo intracelular de radical
superoxido.

Relativamente aos resultados obtidos 6 horas e 24 horas apos o tratamento (Figura
23A), foi possivel observar que o tratamento com plasma frio atmosférico nao induziu
alteragoes significativas no conteudo intracelular de radical superéxido. Na andlise dos valores
obtidos para cada tempo de exposicao, também nao se verificaram alteragoes significativas,
tanto para as 6h como para as 24h apos exposicao ao PFA.

Considerando os diferentes tempos de avaliagdo apos a exposi¢ao ao tratamento com
PFA foi possivel verificar que nao se observaram alteragoes significativas no conteldo
intracelular de radical superoxido entre os diferentes tempos de avaliagao.

Considerando os resultados obtidos na linha celular HepG?2 (Figura 23B), 2 horas apés
o tratamento, foi possivel verificar um aumento estatisticamente significativo do conteudo
intracelular de radical superoxido apos exposicao ao PFA de 120s (1,310,111, p=0,012),
comparativamente ao controlo. Através da comparagao entre cada tempo de exposigao, foi
possivel verificar que o aumento do tempo de exposi¢ao levou a um maior aumento do
conteldo intracelular de radical superéxido, tal como representado graficamente na Figura
23B. Assim, verificou-se que a exposi¢ao ao tratamento com PFA de 120s induziu um aumento
do conteudo intracelular de radical superoxido significativamente superior comparativamente
a uma exposi¢ao de |5s (p<0,001) e de 60s (p<0,001).

Relativamente aos resultados obtidos 6 horas apos o tratamento (Figura 23B), foi
possivel observar que o plasma frio atmosférico induziu uma diminuicao estatisticamente
significativa do conteldo intracelular de radical superoxido apos exposicao de 15s (0,890, 12,
p=0,036), comparativamente ao controlo. Na analise dos valores obtidos para cada tempo de
exposi¢ao, nao foi possivel observar diferengas significativas entre os diferentes tempos de
exposigao ao PFA.

No que diz respeito aos resultados obtidos 24 horas apos o tratamento, nao se
verificaram alteragoes significativas do conteldo intracelular de radical superdxido apods
exposicao ao PFA comparativamente ao controlo, nao existindo igualmente diferengas

significativas entre os diferentes tempos de exposi¢ao ao PFA.
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Considerando as diferengas observadas no conteutdo intracelular de radical superéxido
nos diferentes tempos de avaliagdo apds o tratamento com plasma frio atmosférico, foi
possivel verificar um decréscimo significativo do contetdo intracelular de radical superéxido
2h apds o tratamento apos exposi¢ao de 120s comparativamente as 6h (p=0,001).

Relativamente aos resultados obtidos na linha celular Hep3B (Figura 23C), 2 horas apos
o tratamento, foi possivel verificar um aumento estatisticamente significativo do contetdo
intracelular de radical superoxido apos exposigao ao PFA de |5s (1,07+0,05, p=0,046) e 120s
(1,19£0,10, p=0,012) comparativamente ao controlo. Comparando os valores obtidos para
cada tempo de exposicao, nao foi possivel verificar alteragoes significativas no contetdo
intracelular de radical superoxido, tal como representado graficamente na Figura 23C.

No que concerne aos resultados obtidos 6 e 24h horas apos o tratamento
(Figura 23C), nao se verificaram diferengas significativas no conteldo intracelular de radical
superoxido apds o tratamento com plasma frio atmosférico. Considerando os resultados
obtidos entre os diferentes tempos de exposicao ao PFA, nao foi igualmente possivel observar
alteragoes significativas.

Considerando o tempo decorrido apos o tratamento com PFA, nao foi possivel
observar diferencas significativas no conteudo intracelular de radical superoxido entre os

diferentes tempos de avaliagao estudados.
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Discussédo

O carcinoma hepatocelular representa um problema de importancia global, uma vez
que as suas taxas de incidéncia e mortalidade tém vindo a aumentar nas ultimas décadas.
Atualmente, a nivel mundial, € ja o sétimo tipo de cancro mais incidente e constitui a quarta
causa de morte por cancro (GLOBOCAN 2020). No ano de 2040, estima-se que seja
responsavel por mais 60% dos casos e das mortes por cancro, a nivel global (GLOBOCAN
2020). A grande similaridade entre as taxas de incidéncia deve-se ao facto desta neoplasia ser
assintomatica e, por isso, diagnosticada em fases tardias da doenga, nas quais as opgoes
terapéuticas sao muito reduzidas. Das abordagens terapéuticas utilizadas, apenas a ressegao
hepatica e a transplantacao oferecem hipoteses curativas. No entanto, os doentes, muitas
vezes, nao sao elegiveis para estas terapias devido ao elevado grau de severidade do tumor e,
por isso, opta-se por terapias que tendem a ter um carater meramente paliativo (Semmler et
al., 2020). Assim, surge a necessidade de investigar novos métodos de terapia para este tipo
de tumor, capazes de melhorar o prognéstico dos doentes (Smolkova et al., 2019).

O plasma frio atmosférico tornou-se alvo de interesse para o tratamento do cancro
ha cerca de 12 anos. Desde entao, o seu efeito anti cancerigeno ja foi demonstrado em varios
tipos de cancros como o melanoma (Keidar et al., 201 1; Lee et al., 2009; Mashayekh et al.,
2015), o cancro da mama (Ferreira, 2019; Kim et al,, 2010), o cancro colorretal (Kim et al.,
2010; Vandamme et al.,, 2012), o cancro do pulmao (Kim et al, 2011), o cancro da bexiga
(Pereira, 2020; Wang et al., 2021), o cancro do ovario (Utsumi et al., 2013), o cancro da cabega
e do pescogo (Guerrero-preston et al, 2014; Hasse et al, 2019), a leucemia (Barekzi e
Laroussi, 2012), entre outros. Ainda assim, a compreensao do mecanismo subjacente a este
efeito, € muito limitado (Yan, Sherman e Keidar, 2017). Até a data, varios estudos realizados
tém demonstrado este potencial do plasma frio atmosférico na area da oncobiologia, no
entanto, apenas um reduzido numero é realizado com diferentes linhas celulares relativas ao
mesmo tipo de cancro. Para além disso, o nimero de estudos de avaliacao do potencial efeito
citotoxico do PFA no tratamento de linhas celulares representativas de carcinoma
hepatocelular, é ainda reduzido, sendo por isso fundamental mais conhecimento nesta area
(Smolkova et al., 2019).

O nosso estudo contribui, assim, para uma maior compreensao do plasma frio
atmosférico como tratamento para o carcinoma hepatocelular, demonstrando o seu efeito em
trés linhas distintas.

De acordo com os ensaios de citotoxicidade, é possivel concluir que o tratamento
com PFA induz um efeito anti-proliferativo em todas as linhas celulares de carcinoma

hepatocelular em estudo, de uma forma dependente do tempo de exposi¢ao e dependente do
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tempo de incubagao apos a terapia. No que respeita a atividade metabdlica, verificou-se que
para os maiores tempos de exposicao a terapia, a sua diminuigao foi mais acentuada, sendo
em todos os casos superior a 50%. Verificou-se também que os efeitos do plasma eram
igualmente dependentes do tempo de incubagao apds a exposicao ao tratamento com PFA.
Os resultados obtidos para o conteldo proteico, corroboram os resultados obtidos pelo
ensaio do MTT, observando-se uma diminuicao deste a medida que aumenta o tempo de
exposicao ao PFA. Resultados semelhantes, no que diz respeito aos estudos de citotoxicidade,
foram observados por outros autores, como Ferreira et al., em linhas celulares de cancro da
mama, da bexiga, osteosarcoma, cancro do pulmao, melanoma e cancro endometrial (Almeida-
Ferreira et al, 2021). Relativamente ao carcinoma hepatocelular, o mesmo foi demonstrado
por Yan et al. em linhas tumorais do figado (Li et al., 2021).

Através da andlise dos resultados obtidos nos ensaios de MTT e de SRB, foi ainda
possivel observar uma maior sensibilidade das linhas HuH7 e Hep3B, comparativamente a linha
celular HepG2. Contrariamente as linhas anteriormente mencionadas, a linha HepG2
demonstrou uma menor sensibilidade ao tratamento, sugerindo assim que o efeito do
tratamento com PFA depende da linha celular em causa e, por isso, deve ser considerado
(Semmler et al., 2020; Tanaka et al., 2018). Esta diferenca de sensibilidade ao tratamento pode
também ser explicada pela diferenga de expressao da P53 nestas linhas celulares distintas.
Segundo a literatura, células que nao expressem a P53 tendem a expressar mais aquaporinas,
facilitando assim uma maior difusao de espécies reativas para dentro da célula (Yan, Sherman
e Keidar, 2017). Uma vez que a linha HuH7 expressa esta proteina numa forma aberrante, e
a linha Hep3B nao a expressa, o nimero de aquaporinas na membrana destas células pode ser
maior comparativamente a linha HepG?2, contribuindo assim para uma maior entrada de
espécies reativas que podem ser toxicas para as células, sendo interessante a confirmacao da
expressao de aquaporinas nestas linhas celulares em estudos futuros.

Ainda com base nos resultados observados relativamente a citotoxicidade do PFA,
foram selecionados trés tempos de exposicao distintos, nomeadamente os |5, os 60 e os 120
segundos, que prosseguiram para os restantes estudos, de forma a verificar se os mecanismos
moleculares envolvidos nos efeitos induzidos pelo tratamento com o plasma frio atmosférico,
poderiam ser dependentes do tempo de exposi¢ao, tal como verificado nos estudos de
citotoxicidade.

Com vista a analisar em maior detalhe os mecanismos de morte celular inerentes ao
tratamento com PFA avaliaram-se, através da citometria de fluxo, os diferentes tipos de morte

celular, a progressao do ciclo celular e o potencial de membrana mitocondrial. Adicionalmente

88



Discussédo

ainda foram realizados ensaios de analise morfologica. Todos estes estudos foram realizados
48h apos o tratamento com o PFA.

No que concerne aos diferentes tipo de morte celular induzida pelo tratamento com
PFA, estudos tém vindo a reportar que esta ocorre maioritariamente por apoptose, ho
entanto, também ja foram observados outros tipo de morte celular como necrose, autofagia
e senescéncia, apos exposicao ao PFA (Arndt et al,, 2013; Dai et al., 2020; Hirst et al., 2015;
Schneider et al., 2018; Semmler et al., 2020). Os diferentes tipos de morte celular podem estar
relacionados com o tempo de exposigao ao tratamento, o tipo de linha celular em estudo, e
a fonte de plasma (Semmler et al., 2020).

Relativamente ao trabalho realizado nesta dissertagao, quando aplicado o tratamento
as linhas celulares de carcinoma hepatocelular, foi possivel observar, através dos resultados
preliminares da dupla marcagao com anexina V/iodeto de propideo, uma tendéncia para a
diminuicao da viabilidade celular, acompanhada por um aumento de células em apoptose e
necrose. Na linha HuH7 foi possivel observar um aumento de células em apoptose para os
tempos de exposicao mais curtos (I15s e 60s), tendo-se verificado que, para o maior tempo
de exposicao, houve uma tendéncia para o aumento da percentagem de células em morte
celular por necrose. Esta tendéncia foi igualmente observada nos ensaios de morfologia celular
realizados, pela identificagao da presenga de células apoptoticas com evidéncia de blebs nos
tempos mais curtos de exposicao, e células com extravasamento do citoplasma, caracteristicas
de morte celular por necrose, apos exposicao de 120s. A linha HepG2 mostrou mais uma vez
uma tendéncia a ser a menos sensivel ao tratamento com PFA comparativamente as outras
linhas. Para esta linha, foi notéria uma tendéncia para uma maior percentagem de células em
apoptose tardia ou necrose, nao havendo diferencas significativas entre os diferentes tempos
de exposicao. Foi ainda possivel, através dos ensaios de morfologia celular, verificar que esta
linha apresenta alguma evidéncia de células em apoptose e necrose nos controlos, pela
observagao de blebs e extravasamento do citoplasma, respetivamente. Tal evidéncia permitiu
corroborar a baixa viabilidade celular desta linha observada nos ensaios de citometria celular.
Relativamente a linha Hep3B, foi possivel observar uma tendéncia para que o tratamento com
PFA induza um aumento de células em apoptose com o aumento do tempo de exposicao. Os
resultados apresentados, embora preliminares, estaio em concordancia com a literatura, uma
vez que estudos com estas linhas celulares relatam a apoptose como a via de morte celular
para a linha celular HuH7 e a apoptose tardia e necrose para a linha celular HepG2 apos
exposi¢ao ao tratamento (Smolkova et al.,, 2019). No entanto, como referido anteriormente,

foi também possivel observar necrose na linha celular HuH7 para o maior tempo de exposigao
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a terapia. Tal ocorréncia pode ser explicada pelo forte estimulo oxidativo provocado nas
células devido ao elevado tempo de exposigao ao plasma frio atmosférico, uma vez que este
esta associado a morte celular por necrose (Semmler et al, 2020). Contudo, para inferir
conclusoes sera interessante a conclusao dos estudos preliminares relativos ao estudo da
viabilidade e morte celular por citometria de fluxo. Além disso, de forma a corroborar e
complementar os resultados obtidos no estudo da viabilidade e tipos de morte celular e na
analise morfologica, seria de interesse o estudo das caspase 3 e 7 uma vez que a sua ativagao
esta relacionada com a indugao de morte apoptotica durante o stresse oxidativo (Shim et al,
2017). Esta avaliagao podera ser realizada através de um substrato peptidico especifico destas
proteinas, como o DEVD, conjugado com um corante com afinidade para o DNA. Este ensaio
é bastante robusto uma vez que nao engloba periodos de lavagem nos quais células apoptoticas
sensiveis podem ser facilmente descartadas (Smolkova et al,, 2019). Alternativamente, também
poderia ser utilizada a técnica de western blot para a avaliagao das caspases mencionadas.
Analisando a progressao do ciclo celular, foi possivel verificar que o tratamento com
PFA induziu alteragdes no ciclo celular. Considerando os resultados preliminares observados
nas linhas celulares HuH7 e HepG?2 verificou-se uma tendéncia para uma diminuigao de células
em fase Gy/G, e fase S, com o aumento do tempo de exposi¢ao a terapia. Para além disso
também foi possivel observar uma tendéncia para um aumento de células em fase G,/M. O
aumento de células nesta fase do ciclo celular, tende a sugerir que o tratamento com PFA
induz uma paragem do ciclo em G,/M, prevenindo as células com danos gendémicos de
progredirem para a fase mitotica, na qual ocorre a sua divisao e consequente propagac¢ao. Tal
tendéncia foi observada também por outros autores como Hasse et. al que verificaram que,
de facto, o tratamento com PFA de uma linha celular de carcinoma oral de células escamosas
levou a uma diminui¢ao das células em fase Go/G, e a um aumento significativo de células em
fase G,/M (Hasse et al., 2019). Relativamente a linha celular Hep3B, embora se tenha verificado
uma tendéncia para a diminui¢cao de células em fase Go/G,, verificou-se uma tendéncia para um
aumento de células em fase S, contrariamente as outras linhas celulares em estudo. Este
bloqueio do ciclo celular pode ser indicativo da capacidade do PFA de diminuir a sintese de
DNA e/ou induzir lesoes no DNA como as quebras de cadeia simples ou dupla (DSB) evitando
assim a fase de replicagao (Semmler et al., 2020). Para além disso também a diferente expressao
da proteina P53 pode estar envolvida nestas diferentes respostas induzidas pelo PFA. Segundo
a literatura, a proteina P53 esta envolvida nas principais vias de sinalizagao que regulam a fase
G,, permitindo a reparagao de danos na dupla cadeia e aumentando a probabilidade de

sobrevivéncia das células lesadas, influenciando a decisao da célula entrar ou nao em fase S
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(Chen, 2016). Uma vez que as linhas HUH7 e HepG2 possuem esta proteina, os possiveis
danos causados pelo PFA poderao ser reparados, e as células progridem no ciclo celular.
Contrariamente as linhas anteriormente referidas, a linha celular Hep3B nao expressa a
proteina P53. E sabido da literatura que células que nio expressem a P53 tém uma maior
dificuldade em reparar os danos da dupla cadeia e consequentemente menor viabilidade (Chen,
2016). Assim, uma vez que a linha Hep3B nao expressa esta proteina, podera nao ter
capacidade de reparar os possiveis danos causados pelo PFA. Desta forma a paragem do ciclo
pode ocorrer mais precocemente levando a uma diminuigao da viabilidade destas células. Visto
os resultados apresentados serem preliminares, surge a necessidade de um maior niumero de
ensaios para confirmar as hipoteses colocadas. Podera ser igualmente interessante avaliar se
efetivamente o plasma frio atmosférico induzira danos ao nivel do DNA, através de estudos
de genotoxicidade.

Relativamente ao potencial de membrana mitocondrial, é descrito na literatura que o
tratamento com PFA induz despolarizagao da membrana mitocondrial, provocando morte
celular mediada pela mitocondria (Murakami, 2019). Através da analise dos resultados
preliminares foi possivel verificar uma tendéncia semelhante nas linhas celulares de carcinoma
hepatocelular, HuH7, HepG2 e Hep3B. Para o tempo de exposi¢ao de 120s a terapia, todas
as linhas celulares em estudo mostraram uma tendéncia para o aumento do potencial de
membrana mitocondrial em relagao ao controlo. Estes resultados tendem a indicar que o
tratamento com PFA induziu uma despolarizagao da membrana e, consequentemente, morte
celular por apoptose mediada pela mitocondria. Foi também possivel verificar uma maior
sensibilidade para a linha Hep3B, visto ter sido a que demonstrou uma tendéncia para uma
maior alteragao do potencial de membrana em relagao ao controlo. Para além das alteragoes
no potencial da membrana mitocondrial, aquando da morte celular apoptotica induzida pela
mitocondria, ocorre também a libertacao de fatores pro-apoptéticos para o citoplasma da
célula (Kilbride e Prehn, 2013). O estudo dos fatores pro-apoptoticos, tais como o citocromo
¢, bem como das caspases ativadas por este, das quais a caspase 9 é exemplo, seria alvo de
interesse para posteriores ensaios.

Varios estudos tém reportado as RONS produzidas pelo PFA, como os principais
intervenientes biologicos na indugao de morte celular em varios tipos de cancro (Li et al,
2021). Desta forma, com este estudo pretendeu-se avaliar e quantificar as espécies reativas de
oxigénio geradas pelo plasma, uma vez que sao estas que estao descritas na literatura como
indutoras de morte celular (Keidar e Fridman, 2020). Assim, foi avaliada a formagao de

peroxidos e de aniao superoxido.
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Através da andlise dos resultados, foi possivel verificar, que 2h horas apos tratamento,
o aumento do tempo de exposicao levou a um maior decréscimo do conteldo intracelular de
peroxidos, nas linhas celulares em estudo. Contrariamente aos resultados obtidos, na
literatura, varios autores reportam um aumento da concentragao intracelular destes
peroxidos apds exposicao ao tratamento (Yan et al, 2017). Estes resultados, podem ser
explicados pelo facto dos peroxidos, particularmente o peroxido de hidrogénio (H,0O,), s6 ser
produzido durante o tratamento com PFA. Desta forma, uma vez terminada a exposigao ao
PFA, esta espécie podera ser consumida pelas células tumorais (Yan et al, 2017). Tal evento
pode suportar os resultados obtidos para a baixa concentragao de peroxidos. Uma outra
hipotese, referente a quantidade de meio de cultura no qual as células estao semeadas, também
pode ser colocada. Estudos demonstraram que, quanto menor a quantidade de meio de
cultura, maior a concentragao de peroxido de hidrogénio formado com o tratamento com o
plasma frio atmosférico e, por outro lado, quanto maior a quantidade de meio, menor a
concentragao desta espécie (Malyavko et al, 2020). Uma vez que no nosso estudo foram
utilizados 500 pL de meio de cultura por pogo, isso pode ser explicativo de uma baixa
concentragao de peréxido de hidrogénio. Adicionalmente a quantidade de meio utilizado nas
células do tratamento, a confluéncia das células e a propria voltagem da descarga também
pode afetar a formagao de H,O, (Yan et al., 2017). Como referido inicialmente, a diminuigao
do conteldo intracelular de peroxidos verificou-se de um modo mais acentuado as 2h de
exposicao ao PFA, niao sendo tio evidente para as 6 e 24h apos o tratamento. Tal
acontecimento, pode ser justificado pela conversao dos peréxidos, nomeadamente o peroxido
de hidrogénio, noutras espécies mais reativas como o radical hidroxilo, ou até pela sua
destoxificacdo por defesas antioxidantes (Trachootham, Alexandre e Huang, 2009). Desta
forma, em estudos futuros seria de interesse averiguar se esta espécie reativa € mesmo
consumida pelas células ou se é convertida noutras espécies reativas prejudiciais as células.
Podera também ser de interesse avaliar as defesas antioxidantes responsaveis pela
destoxificacao desta espécie, tal como a glutationa reduzida, por exemplo.

Relativamente ao aniao superodxido, foi possivel observar, para a linha HuH7, uma
diminuigao da sua concentragao intracelular com o aumento do tempo de exposigao a terapia,
nas primeiras 2h horas apos o tratamento com PFA. Tal diminui¢ao pode ser explicada pelo
facto do aniao superodxido ser uma espécie reativa com tempo de semi-vida curto, e por esse
motivo, vir a ser convertido pelas superoxido dismutases (SOD) numa espécie com um maior
tempo de semi-vida como o perdxido de hidrogénio (Trachootham, Alexandre e Huang,

2009). Por outro lado, nas linhas celulares HepG2 e Hep3B verificou-se um aumento desta
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espécie para o mesmo tempo de exposicao a terapia, podendo demonstrar que o aniao
superoxido possa ter um papel importante nos efeitos induzidos pelo plasma frio atmosférico.
Em concordancia com os resultados obtidos para estas linhas celulares, o aumento do aniao
superoxido também foi observado por Tavares-da-Silva et al.,, em linhas celulares do cancro
da bexiga (Tavares-da-Silva et al., 2021). Considerando os resultados das duas espécies reativas
de oxigénio estudadas neste trabalho, seria importante uma avaliagio de outras espécies
reativas produzidas pelo plasma frio atmosférico, tais como o radical hidroxilo, de modo a
obter um maior conhecimento acerca da sua fungao no mecanismo de agao do mesmo. A
avaliagao das defesas antioxidantes responsaveis pela destoxificagdo das ROS pelas células, tais
como a superoxido dismutase ou a glutationa reduzida, também poderao ser alvo de interesse
para posteriores investigagoes.

Segundo a literatura, é sabido que na presenca de metais de transicao como é o caso
do Fe*, o perdxido de hidrogénio pode ser convertido em radicais hidroxilo (HO*) que sio
altamente reativos e podem causar danos ao nivel dos lipidos, proteinas e DNA. Para além
disso, também o oxido nitrico podera reagir com o aniao superoxido e formar peroxinitrito
(ONOO"), uma espécie capaz de modificar a estrutura e fungao das proteinas. Desta forma, o
estudo destas espécies pode contribuir para um maior conhecimento da sua fungao no
mecanismo de agao do plasma (Yan et al., 2017).

Para além do estudo das espécies reativas formadas, seria também de interesse o
estudo das defesas antioxidantes das células, tal como referido anteriormente, de modo a
avaliar a sua contribuicao para a manutencao do equilibrio redox. O balango entre a entrada
de ROS extracelulares e a resisténcia do sistema antioxidante intracelular, determina a
concentragao intracelular de ROS (Yan, Sherman e Keidar, 2017). Desta forma, o estudo das
enzimas que contribuem para este processo, como a catalase, a superoxido dismutase, a familia
de glutationas e moléculas mais pequenas como a GSH (glutationa reduzida) e o NADPH (do
inglés nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), torna-se necessario.

No que respeita as linhas celulares em estudo, foi possivel verificar algumas diferengas
no que concerne a sua sensibilidade ao tratamento com plasma frio atmosférico. De um modo
geral, a linha HepG2 foi a que demonstrou uma menor sensibilidade ao tratamento com PFA,
e a linha celular HuH7 foi a que demonstrou uma maior sensibilidade. Uma vez que estas linhas
expressam diferentes formas da proteina P53, pensa-se que esta proteina possa ser
responsavel pelas diferentes respostas. Ainda assim, ha autores que sugerem uma resposta
celular independente da P53 (Guerrero-preston et al., 2014), pelo que o estudo de vias de

morte independentes da P53 se torna pertinente. Como as mutagoes nesta proteina ou perda
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da sua fungao estio associadas a mais de 50% dos cancros, principalmente em estagios
avancados, sd3o ainda necessarios mais estudos de forma a compreender qual a sua influéncia

no mecanismo de agao do plasma frio atmosférico (Trachootham, Alexandre e Huang, 2009).
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Conclusdo e Perspetivas Futuras

Este estudo teve como principal objetivo avaliar o potencial efeito terapéutico do
plasma frio atmosférico no carcinoma hepatocelular, bem como clarificar os mecanismos de
agao envolvidos na sua interagao com as células tumorais. Com esse intuito, ao longo deste
trabalho foram apresentados os resultados obtidos in vitro que realgam o potencial do plasma
frio atmosférico no tratamento de um dos cancros mais comuns do figado, o carcinoma
hepatocelular. Adicionalmente, foram elucidados alguns dos possiveis mecanismos de agao
subjacentes ao tratamento.

O plasma frio atmosférico demonstrou levar a uma diminui¢ao da proliferagao celular
através da redugao da atividade metabolica e do contetdo proteico, de forma dependente do
tempo de exposicao e incubagio a terapia. Este decréscimo da proliferagao foi observado em
todas as linhas celulares em estudo, contudo, a linha celular HuH7 demonstrou ser mais a
sensivel ao tratamento. O tratamento com PFA induziu, igualmente, uma tendéncia para a
diminuigao da viabilidade celular em todas as linhas, de uma forma dependente do tempo de
exposicao a terapia. Quanto ao tipo de morte induzida, foi possivel verificar uma tendéncia na
qual para tempos mais curtos de exposicao ao PFA, a morte predominante é a morte celular
por apoptose, e para os maiores tempos de exposigao, a necrose € o tipo de morte celular
preferencial. Relativamente ao ciclo celular, observou-se, de uma forma geral, uma tendéncia
para que o plasma frio atmosférico seja responsavel por induzir uma paragem do ciclo celular,
principalmente na fase G,/M. Ainda assim foram identificadas algumas alteragoes entre as
diferentes linhas celulares que podem ser explicadas pelas diferengas genéticas existentes
entre elas. No que respeita ao potencial de membrana mitocondrial, verificou-se que o plasma
frio atmosférico para o maior tempo de exposi¢ao ao tratamento, induziu uma despolarizagao
da membrana mitocondrial em todas as linhas celulares representativas de carcinoma
hepatocelular.

Uma vez que a morte celular induzida pelo plasma frio atmosférico esta geralmente
associada ao efeito das RONS, de forma a compreender se estas siao de facto o principal fator
para o seu efeito terapéutico, procedeu-se a avaliagio das espécies reativas de oxigénio.
Verificou-se que o conteldo intracelular de peréxidos diminuiu de uma forma dependente do
tempo de exposicao, para todas as linhas celulares, 2h apos o tratamento. Por outro lado, a
concentragao intracelular de aniao superoxido sofreu um aumento com o tempo de exposi¢ao
ao plasma frio atmosférico, 2h horas apds o tratamento, para todas as linhas celulares, com
excegao da linha celular HuH7, podendo indicar que esta possa ter um papel importante nos

efeitos induzidos apos a exposi¢ao ao plasma frio atmosférico.

97



Capitulo VI

Desta forma, este trabalho permitiu compreender melhor a interagao do plasma frio
com as células tumorais representativas de carcinoma hepatocelular, com diferentes
caracteristicas moleculares, demonstrando o seu potencial efeito terapéutico nesta area. Ainda
assim, para que o plasma frio atmosférico possa ser utilizado no futuro como abordagem
terapéutica para este tipo de cancros, € necessario ter em conta outros fatores que
complementem o presente estudo.

Em estudos futuros, é de elevada importancia a avaliagao dos efeitos do plasma frio
atmosférico em linhas celulares normais do figado, para desta forma averiguar se de facto o
tratamento é especifico para as células tumorais, nao causando danos noutras células do
organismo. De igual modo, é também importante avaliar mais aprofundadamente quais os
mecanismos que sao responsaveis pela indugao deste efeito anti-proliferativo e quais outras
espécies reativas e defesas antioxidantes, mencionadas anteriormente, que possam estar
envolvidas no processo. Para além disso, tendo em conta a complexidade do organismo
humano, a realizagao de estudos in vivo, num modelo animal, sio de extrema importancia para
acompanhar o crescimento do tumor e avaliar os possiveis efeitos secundarios do plasma frio
atmosférico num modelo mais aproximado do microambiente tumoral.

E notério que o plasma frio atmosférico demonstra ser uma terapia promissora, nio sé para
o tratamento do carcinoma hepatocelular, como também de outro tipo de tumores. No
entanto, esta tecnologia carece ainda de esclarecimento acerca dos mecanismos de agao
responsaveis pelo seu efeito terapéutico, necessitando assim de uma maior investigagao nesta

area.
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