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Resumo

Os osteoclastos s&o células especializadas na reabsorcao 6ssea com mitocondrias
robustas e ativas. O RANKL é essencial para a diferenciacgdo e ativacéo dos osteoclastos,
incluindo a promocao da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) envolvidas na
formacéo e atividade dos osteoclastos. A diminuicdo dos niveis de estrogénio durante a
menopausa aumenta a suscetibilidade a osteoporose. As terapias atuais para a osteoporose
tém limitacGes, o que exige o desenvolvimento de alternativas mais seguras e acessiveis.
Neste estudo, obtiveram-se extratos por decoccao e maceragdo hidroetandlica, a partir de
plantas endogenas do Vale do Céa (Equisetum ramosissimum Desf. (ER), Urtica dioica
L. (UD), Urtica urens L. (UU)) e avaliou-se o seu potencial inibitério na
osteoclastogénese. Através da andlise por LC-DAD-ESI/MSn, foram identificados
flavonoides e acidos fendlicos nos extratos. Procedeu-se a extracdo e andlise da
composicdo quimica dos extratos, a quantificacdo de compostos fendlicos e a avaliacdo
da atividade antioxidante. Foram realizados ensaios in vitro em células RAW 264.7
expostas aos extratos obtidos em concentracdes entre 1 mg/mL e 0,063 mg/mL ao longo
de 5 dias para avaliar a citotoxicidade. Observou-se a diminuicao da atividade metabdlica
das células expostas aos extratos aquosos de todas as espécies de plantas, sugerindo que
0s extratos induzem condicdes de stress. Por outro lado, os extratos hidroetanélicos ndo
demonstraram citotoxicidade até & concentragdo maxima testada (1 mg/mL) para ER e
UD, e para UU, ndo foi observada toxicidade em concentracdes até 0,125 mg/mL.
Verificou-se gque 0s extratos que nao apresentaram toxicidade tém capacidade de inibir a
diferenciacdo dos osteoclastos e tém influéncia na atividade mitocondrial, provocando
uma diminuicdo na respiracdo celular quando as células sdo expostas a RANKL, o que
pode indicar o seu efeito inibitorio na diferenciacdo numa fase inicial. A atividade
antioxidante também foi avaliada in vitro, mas sdo necessarios mais estudos para concluir
0 mecanismo de acdo dos extratos e compreender como eles podem inibir a diferenciagéo

dos osteoclastos, como foi observado.

Palavras-chave: osteoporose; osteoclastos; espécies reativas de oxigénio (ROS); plantas

medicinais; atividade antioxidante
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Abstract

Osteoclasts are specialized cells in bone resorption with robust and active
mitochondria. RANKL is essential for osteoclast differentiation and activation, including
promoting the production of reactive oxygen species (ROS) involved in osteoclast
formation and function. The decline in estrogen levels during menopause increases the
susceptibility to osteoporosis. Current therapies for osteoporosis have limitations,
requiring the development of safer and more accessible alternatives. In this study, we
obtained decoction and ethanolic maceration extracts from plants indigenous to the Céa
Valley (Equisetum ramosissimum Desf. (ER), Urtica dioica L. (UD), Urtica urens L.
(UU)) and explored their potential for treating osteoporosis. Through LC-DAD-ESI/MSn
phenolic compound analysis, flavonoid and phenolic acids were identified in the extracts.
Plants extractions were performed, their chemical composition analysed, and their
antioxidant activity assessed. Subsequently, the extracts cytotoxicity was evaluated to
gain insights into their inhibitory effects on osteoclast differentiation. Using RAW 264.7
cells exposed to aqueous and ethanolic extracts at concentrations ranging from 1 mg/mL
to 0.063 mg/mL over a 5-day period, we observed a decrease in cell metabolic activity
when cells were exposed to decoction extracts from all plant species, which can be
hypothesized to stress conditions. Conversely, the ethanolic extracts demonstrated no
cytotoxicity until 1 mg/mL for ER and UD, and for UU, no toxicity was observed with
concentrations up to 0.125 mg/mL. Data showed that these extracts inhibit osteoclast
differentiation and have influence in mitochondrial activity, inhibiting it when cells are
exposed to RANKL what may indicate their inhibitory potential in early-stage
differentiation. Antioxidant activity was evaluated but more studies are needed to
conclude the extracts mechanism of action to understand how they can inhibit osteoclast

differentiation, as showed.

Keywords: osteoporosis; osteoclasts; reactive oxygen species (ROS); medicinal plants;

antioxidant activity
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I. Introducéo

1.1 Tecido Osseo

A nossa estrutura esquelética carece de constante adaptacdo a multiplas alteracdes
fisiol6gicas e ambientais (Niedermair et al., 2020). Tem diversas fungdes no nosso corpo
tais como oferecer estrutura e suporte, permitir o armazenamento de minerais, ser o local
de producdo de células hematopoiéticas e a principal fonte de celulas estaminais
mesenquimais. Além disso, a sua estrutura rigida oferece a protecdo de 6rgdos como
cérebro, pulmdes e coracao (Qiu et al., 2019; Bilgic et al., 2020). No entanto a matéria
organica que a compdem confere alguma flexibilidade, o que previne o risco de fraturas.
Além disso, as diferentes formas dos 0ssos - achatados, longos, curtos e irregulares -
também determinam a sua funcdo no organismo. Ao nivel macroscopico, pode ser
classificado de acordo com a sua densidade, como cortical — compacto - ou trabecular —

esponjoso (Figura 1) (Bilgic et al., 2020).

Osso cortical Periosteo

Cavidade da
medula

Osso trabecular Cartilagem

articular
Figura 1 - Estrutura do tecido 6sseo. Adaptada em BioRender

Desta forma, 0 0sso € um 6rgédo vivo constituido por um teor de material mineral
(cerca de 65%) e de material organico (cerca de 35%). O teor mineral é maioritariamente
caracterizado por cristais de calcio e fosforo na forma de hidroxiapatite e alguns ides
como sodio, fluor e magnésio. A constituicdo organica contém maioritariamente fibras
de colagénio e em menor quantidade, glicoproteinas e proteoglicanos (Mzid, et al. 2017;
Bilgic et al. 2020). Como tal, 0 0sso é um tecido formado e absorvido continuamente,
desde a fase embrionaria a fase adulta. A sua remodelagdo ocorre por um mecanismo
adaptativo que permite o controlo da massa 0ssea e da sua arquitetura (Mzid et al., 2017).
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O processo é regulado por um conjunto de células especializadas nas regides designadas
por unidades basicas multicelulares (UBMSs) (Niedermair et al., 2020; Tresguerres et al.,
2020).

1.1.1 O processo de remodelacéo 0ssea

As diferentes unidades que constituem o 0sso (0 periosteo, 0 0sso trabecular, o
cortical, a medula dssea e a placa de crescimento epifisaria) estdo conectadas por uma
rede de fibras nervosas sensoriais, adjacentes aos vasos sanguineos, mas Sao
independentes da vascularizacdo, como terminagcfes nervosas livres. Encontram-se
envolvidos na angiogénese e na diferenciacdo da matriz 6ssea num organismo adulto
(Niedermair et al., 2020).

O processo de remodelacédo ocorre em 3 fases consecutivas - reabsorcao, reversao
e formac&o (Niedermair et al., 2020). E realizado por osteoclastos (OCs) e osteoblastos
(OBs) e ocorre nas UBMs que séo constituidas por OBs, OCs, ostedcitos, células do

revestimento Gsseo e vasos sanguineos (Figura 2).

Figura 2 — A unidade basica multicelular e o processo de remodelacdo dssea. Adaptada em
BioRender



O o0sso é um tecido bastante dinamico. A sua manutencdo consiste num ciclo de
remocao do 0sso mais antigo e substituicdo por 0sso novo de modo que a homeostase
mineral se mantenha, assim como uma boa integridade da estrutura 6ssea (Tresguerres et
al., 2020).

O principal motivo desta remodelag&o € a libertacdo de célcio e outros fatores de
crescimento como BMPs e outros, armazenados na matriz mineralizada do 0sso, para a
circulacdo sanguinea, o que permite a regulacdo da homeostase mineral. O propdsito
secundario é a substituicdo de tecido d6sseo antigo ou danificado por tecido novo,
preservando a integridade do esqueleto e a massa 6ssea. O tecido 6sseo renova entre 3-
10% /ano logo, todo o esqueleto é completamente renovado a cada 10 anos (Tresguerres
et al., 2020).

1.1.1.1 Osteoclastos

Os osteoclastos sdo células multinucleadas originadas a partir de células
estaminais hematopoiéticas (Elson et al., 2022). Encontram-se envolvidos na reabsor¢do
6ssea (Chen et al., 2020) e contribuem para a qualidade dssea, sendo as Unicas células
com a propriedade de reabsor¢do. Produzem enzimas cuja funcgéo é a dissolucdo acida de
sais minerais do tecido 6sseo e a degradacdo de matéria organica (Zhou et al., 2021). A
sua funcdo na homeostase déssea foi elucidada do estudo da osteopetrose, que é uma
patologia caracterizada por uma densidade 6ssea anormal e excessiva, que se deve a fraca
reabsorcdo por parte dos OCs (Durdan et al., 2022). A sua diferenciacdo e ativacdo é
determinada por duas citocinas: RANKL, o ligando do recetor ativador do fator nuclear
KB e M-CSF, um fator que estimula a colonizagdo de macréfagos (Figura 3) (Durdan et
al., 2022).
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Figura 3 - Formagé&o e diferenciacdo de osteoclastos. Adaptada em BioRender



A osteoclastogénese € iniciada pela ligacdo do RANKL ao recetor ativador do
fator nuclear KB RANK, e do ligando M-CSF ao seu recetor. Isto leva a um aumento da
expressao das proteinas c-Fos e NFATc1, ambas cruciais na diferenciacéo e ativacao de
osteoclastos maduros, além de estimularem a expressdo de genes especificos dos OCs,
como o Acp5, responsavel pela expressdo da TRAP (fosfatase acida resistente ao
tartarato). A polarizacdo dos OCs aumenta a expressdo da TRAP e promove a sua
secrecdo a partir da borda ondulada do osteoclasto para a lacuna de reabsorcdo. A
isoforma 5a da TRAP secretada na lacuna é ativada pela catepsina K e transformada na
sua isoforma 5b, a forma ativa e passivel de correlacionar, enquanto marcador da
remodelacéo e densidade mineral 6ssea, com o nimero de OCs (Mira-Pascual et al., 2020;
Kim et al., 2020).

Os fatores soltveis, quer libertados pela matriz dssea durante a reabsorcédo, quer
secretados pelos OCs, foram os primeiros mecanismos propostos para o acoplamento de
reabsorcao-formacao (Mira-Pascual et al., 2020). Os fatores secretados pelos OCs, além
da TRAP ja mencionada cuja funcdo é auxiliar a acidificacdo da lacuna de reabsorcdo e
facilitar a dissolucdo de proteinas da matriz 6ssea, sdo metaloproteinases como a MMP9
e a protease catepsina K, ambas capazes de degradar proteinas da matriz como o
colagénio (Mira-Pascual et al., 2020; Zhao et al., 2020).

1.1.1.2 Osteoblastos

Os osteoblastos sao células originadas a partir de células estaminais mesenquimais
e por via de pré-osteoblastos — células com uma morfologia alongada e que tém
capacidade de proliferagdo. Os OBs caracterizam-se por uma morfologia cubdide, um
nucleo redondo, um complexo de Golgi e um reticulo endoplasmatico rugoso bem
desenvolvido, sem capacidade de proliferacdo e responsavel pela sintese das proteinas da
matriz osteoide. Quando a matriz mineraliza, os OBs ficam envolvidos nela e originam o
tecido osteoide (Moreira CA et al., 2019; Tresguerres et al., 2020; Zhou et al., 2021). S&o
maioritariamente responsaveis por sintetizar e secretar componentes da matriz 6ssea
como fosfatase alcalina (ALP), osteocalcina (OCN) e colagénio. Estas células ndo

funcionam isoladas e por isso costumam ser encontradas em grupos cubdides ao longo da



superficie dssea, muitas vezes unidas por juncdes gap (Chen et al., 2020; Moreira CA et
al., 2019).

Primeiro, um grupo de osteoclastos reabsorve a matriz 6ssea. Em seguida, 0s
osteoblastos preparam a superficie do 0sso que se encontra exposta para a deposicao de
novo 0sso ao libertar proteinas como ALP e OCN. Por fim, os OBs depositam como
osteoides ndo mineralizados que se irdo mineralizar e originar o 0sso lamelar (Figura 2)
(Niedermair et al., 2020).

A homeostase 0ssea depende da reabsor¢do do 0sso por OCs e a formacédo do
mesmo por OBs. A desregulacdo deste processo pode provocar o desenvolvimento de
patologias como a osteoporose ou a osteopetrose. Assim, 0s mecanismos que regulam a
comunicacdo entre OCs e OBs sdo criticos. Ja foi demonstrado que os OCs e os OBs
comunicam entre si por diferentes meios. Esta ocorre por contacto direto (tight junctions),

citocinas e por interacdo através da matriz celular (Chen et al., 2018).

No entanto, estudos mais recentes reportam que os processos de formacéo e
reabsorcdo 6ssea podem ocorrer de forma independente. Além das formas ja descritas
como células imunitarias (macrofagos), hormonas sistémicas (estradiol e hormona
paratiroidal) e citocinas locais (RANKL e interleucinas, IL), 0 sistema nervoso tem-se
revelado um regulador critico no metabolismo e remodelacdo do osso (Niedermair et al.,
2020).

As células na medula 6ssea estdo funcionalmente divididas em células que se
encontram envolvidas no metabolismo 06sseo e em células hematopoiéticas,
correspondentes a corrente sanguinea e a resposta imunitaria. Ambas partilham o
microambiente na medula déssea e interagem durante a sua atividade no sistema
esquelético. Os osteoclastos e as células imunitéarias partilham progenitores e varios
reguladores comuns. Os linfocitos T, B, as citocinas, as quimiocinas e as moléculas
coestimuladoras interagem com células imunitarias sob condicdes fisiologicas e
patoldgicas, onde o sistema de sinalizacdo RANK/RANKL/osteoprotegerina (OPG), atua

como intermediario na regulacdo da formag&o e reabsorcéo 0ssea. (Zhou et al., 2021).



1.1.1.3 Ostedcitos e células de revestimento 0sseo

Quando os osteoblastos deixam de formar nova matriz, podem ficar envolvidos
na matriz mineralizada e transformar-se em osteocitos, dar origem a células do

revestimento 6sseo ou sofrer apoptose (Figura 4) (Tresguerres et al., 2020).

Célula do
revestimento ésseo
~
> >
Osteoprogenitor Osteoblasto (OB) Ostedcito
Apoptose

Figura 4 - Células originarias dos osteoblastos. Adaptada de Biorender

Os ostedcitos correspondem a cerca de 90-95% das células 6sseas na estrutura
esquelética de um adulto e comparativamente com as restantes células 6sseas, tém uma
longevidade elevada. Encontram-se interligados na lacuna mineral e rodeados por fluido
0sseo que deriva de plasma sanguineo e mantém a viabilidade dssea ao providenciar
nutrientes e oxigénio. E também uma via para a sinalizacio entre os ostedcitos e
diferentes partes do corpo de sinais como fdsforo inorganico, hormona paratiroidal
(PTH), estradiol (E2) ou vitamina D (1,25(0OH)2 D3) (Tresguerres et al., 2020). Tém a
capacidade de regular a formacdo Ossea ao sintetizarem proteinas envolvidas na
formagéo, como a colagenase-1 (COL-I) e a OCN, e na mineralizagdo como a ALP;
conseguem recrutar células mesenquimais para locais danificados por sinalizacdo de
osteopontina (OPN); controlam o complexo Wnt/p-catenina — que promove a funcdo
osteoblastica (Tresguerres et al., 2020; Liu et al., 2022). Em simultaneo, sdo capazes de
induzir a reabsorcdo Ossea ao libertarem uma proteina, a esclerostina que inibe a via
Whnt/B-catenina e estimula a produgdo de RANKL nos proprios ostedcitos (Tresguerres
et al., 2020).



A células de revestimento 6sseo tém uma forma achatada e cobrem a superficie
do osso onde, em condigBes normais, ndo ocorre nem formagdo nem reabsor¢do do

mesmo (Tresguerres et al., 2020).

1.1.1.4 O sistema RANK/RANKL/OPG

A descoberta do recetor RANK e das proteinas RANKL e OPG foi um grande
marco na biologia do osso. Atualmente, o sistema RANK/RANKL/OPG é conhecido pelo
seu papel na maturacdo de osteoclastos, modelacdo e remodelacdo 6ssea (Epsley et al.,
2021; Tresguerres et al., 2020).

E amplamente conhecido que os osteoblastos regulam a diferenciacdo dos
osteoclastos por meio do complexo RANKL-RANK. O RANKL é expresso nos OBs,
enquanto o RANK €é um recetor presente nos OCs e pré-osteoclastos. A sinalizacdo
RANKL-RANK ativa o processo de osteoclastogénese, estimula a diferenciacdo dos pré-
osteoclastos em OCs maduros, ativa-0s e inibe a sua apoptose. Esta interacdo desencadeia
uma cascata de sinalizagdo mediada pelo fator 6 associado ao recetor TNF, TRAF6. A
sua ativacdo ativa 0 NF-xB que, em cadeia, ativa NFATc1. Estes fatores promovem a
producdo de marcadores de OCs. Esta interacdo RANKL-RANK € inibida pela OPG, um
antagonista secretado pelos OBs em simultdneo com o RANKL. A OPG liga-se ao
RANKL e impede sua interacdo com o RANK, inibindo assim a osteoclastogénese e
consequentemente a reabsorcéo Ossea (Tresguerres et al., 2020; Epsley et al., 2021).

No entanto, estudos recentes tém debatido essa ideia, pois confirmaram que 0s
ostedcitos sdo responsaveis pela maior parte da producdo de RANKL e formacédo de OCs
no osso trabecular. Além disso, os OBs secretam RANKL e M-CSF em resposta a
citocinas inflamatdrias, glucocorticoides, deficiéncia de estrogénio e hiperparatiroidismo
(Epsley et al., 2021; Tresguerres et al., 2020).

1.1.2 Espécies reativas de oxigenio (ROS) e Mitocondria

Durante o processo de uso de oxigénio em condi¢cdes normais, fisiologicas e
metabolicas, cerca de 5% do oxigéenio é convertido a especies reativas de oxigénio (ROS)

como o0 anido superoxido (O2 "), peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxilo ("OH)
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e oxido nitrico (NO) (Figura 5) (Marques-Carvalho et al., 2023; May et al., 2018). Estas
espécies exercem stress oxidativo nas células e provocam danos, por vezes irreversiveis,
nos tecidos o que origina diversas disfuncdes e patologias. E descrito que as ROS tém
capacidade de iniciar peroxidacdo de lipidos e outras biomoléculas como &cidos
nucleicos, proteinas e carboidratos. As espécies antioxidantes atuam ao neutralizar o

efeito destas espécies ao captarem, inibirem e prevenir a sua formacéo (May et al., 2018).

Fontes endégenas

de ROS Espécies reativas de

oxigénio

A Oxido nitrico
Mitocondria

Y

NADPH
oxidases (NOXs)

Peroxido de hidrogénio

Radical hidroxilo

Peroxissomas Anido superéxido

OOOQ%

Figura 5 — Algumas espécies reativas de oxigénio e as fontes enddgenas das mesmas. Adaptada
em BioRender

Contrariamente aos OCs, ndo ha muitas evidéncias de eustress oxidativo — o stress
necessario a sinalizacdo de processos redox - em OBs nem na formacgédo 6ssea, mas cré-
se que uma peroxorredoxina citoplasmatica responsavel por degradar H>O regula
negativamente a diferenciacdo de OBs através da BMP2, uma proteina que promove a
diferenciacdo osteoblastica (Marques-Carvalho et al., 2023; Kim et al., 2019). Sabe-se
que o anido superdxido é responsavel por destabilizar o cluster de Fe-S da aconitase, uma
enzima envolvida no ciclo de Krebs, o que afeta a atividade mitocondrial. (Marques-
Carvalho et al., 2023)

As fraturas dsseas estdo associadas a inflamacdo e isquemia — fluxo sanguineo e
de oxigénio insuficiente, fatores que estimulam a oxidag&o a radicais livres. Estas ROS
que séo geradas no ambiente 6sseo promovem a formacao de osteoclastos e a reabsor¢édo

Ossea (Irgin et al., 2016).



1.1.2.1 ROS em Osteoclastos

Os maiores produtores de H>O> e O2™" sdo as enzimas NADPH oxidases (NOXSs)
e a cadeia transportadora de eletrdes da mitocéndria (CTE). Nesta, ha producédo de O, *
quando ha fuga de eletrbes ao longo da cadeia, que reagem com O,. O O. " é
posteriormente reduzido a H2O,. Os maiores contribuidores de ROS na mitocéndria sdo
os complexos | e 111. Ambos produzem Oz °, o complexo | para a matriz mitocondrial e
o Il para o exterior da matriz e no espaco intermembranar. A sua reducéo a H.O> ocorre
pelas enzimas dismutase superéxido Cu/Zn (SOD1) e dismutase superoxido de manganés
(SOD2). A SOD1 expressa-se no citosol e no espaco intermembranar e a SOD2 na matriz
mitocondrial. O H>O; é reduzido a &gua por enzimas como a catalase (CAT) e peroxidases
(Marques-Carvalho et al., 2023).

Foi identificado que M-CSF e RANKL, as duas citocinas essenciais ao
desenvolvimento de OCs induzem um aumento nos niveis de ROS como H>O> em pré-
osteoclastos e OCs 0 que potencia a sua formacdo, ativagéo e sobrevivéncia. Este aumento
de ROS tem sido associado a biogénese mitocondrial. Além disto, 0 RANKL aumenta
rapidamente a atividade do complexo | e a respiracdo mitocondrial. Acredita-se que o
ROS citoplasmatico, produzido por NOXs, também contribui para a osteoclastogénese.
O RANKL também atua na inibicdo da expressdo de enzimas antioxidantes como a SOD1
ao afetar a via FoxO — uma familia de fatores de transcri¢cdo que controla os niveis das
espécies reativas de oxigénio ao estimular a expressdo de enzimas antioxidantes
(Marques-Carvalho et al., 2023).

1.2 Osteoporose

Macroscopicamente, existem dois tipos de tecidos 6sse0s no NOSso organismo: o
cortical, que corresponde a parte exterior do 0sso que € compacta e o trabecular, que é
denominada de regido esponjosa e se encontra no interior do 0sso. (Badila et al., 2022;
Bilgic et al., 2020)

A osteoporose, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é uma doenca
Ossea sistémica e metabolica muito comum que se caracteriza pela reducdo de massa
Ossea e detrimento da microarquitetura do 0sso, 0 que tem como consequéncia maior

fragilidade da estrutura 6ssea e um aumento da suscetibilidade de fraturas (Kim et al.,
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2019; Satpathy et al., 2021). Esta patologia pode ser classificada como primaria ou
secundaria. A classificacdo primaria é referente a osteoporose na menopausa (tipo 1) e a
secundaria a osteoporose senil (tipo 2), associada ao envelhecimento. Mas, uma vez que
ambas surgem em periodos muito semelhantes, o que as tornam dificeis de identificar

corretamente, estas designacOes sdo usadas apenas por conveniéncia (Kim et al., 2019).

E uma doenga que afeta maioritariamente mulheres em fase pds-menopausa
(Satpathy et al., 2021). Dados de 2021 revelam que cerca de 200 milhdes de mulheres no
mundo sofrem de osteoporose e cré-se que este numero duplique até 2050 (Zhou et al.,
2021). Esta patologia tem a adversidade do seu diagnostico ndo ser evidente com base
nos critérios aplicados uma vez que pode ndo ter em consideracao outros fatores de risco.
Segundo a OMS, define-se a osteoporose através da medicéo da densidade mineral 6ssea

em casos onde o desvio padréo é superior a 2,5 (Clynes et al., 2020; Satpathy et al., 2021).

1.2.1 Epidemiologia e Patofisiologia

A populagdo est4 cada vez mais envelhecida. Estima-se que haja um aumento de
cerca de 11% de pessoas com mais de 50 anos até 2034 e com 75 ou mais - no caso dos
homens em 42% e nas mulheres 29%. Tendo a osteoporose associacdo ao
envelhecimento, é expectavel que a sua incidéncia na populacdo se intensifique,
interferindo com a qualidade de vida das pessoas. Desta forma, é necessario encontrar

terapias eficazes (Kanis et al., 2021)

E uma patologia multifatorial que envolve processos inflamatérios. A inflamacéo
é geralmente associada a uma promocao da reabsorcao éssea que leva a uma arquitetura
Ossea deteriorada devido ao desequilibrio da regulacdo Ossea. Um conjunto de
mecanismos locais e sistémicos, particularmente os que envolvem citocinas inflamatérias
tém sido elucidados. As interleucinas inflamatorias incluindo IL-1, IL-6 e TNF-a tém
mostrado um efeito significativo no processo de remodelacdo 0ssea, maioritariamente no
sentido de reabsorcao. OCs ativos originam espécies como Oz “e H202, que promovem
a inflamacéo e stress oxidativo (Epsley et al., 2021; Chen et al., 2020; Satpathy et al.,
2018; 2021). Ha ainda um aumento dos niveis de malondialdeido no sangue, um marcador
de peroxidacdo lipidica, com o desenvolvimento de osteoporose (Satpathy et al., 2018;
2021).
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A osteoporose pds-menopausa refere-se a mulheres que, ap6s a menopausa,
devido a atrofia ovarica, degeneracdo funcional e défice dos niveis de estrogénio - o0 que
permite o rapido aumento dos niveis de RANKL -, sofrem uma rapida reducdo de massa
Ossea e alteracdes estruturais do 0sso trabecular, o que se traduz em maior fragilidade
Ossea (Figura 6).(Zhou et al., 2021; Zhao et al., 2020)

OSTEOPOROSE
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secretam RANKL e OPG 0 défice de E2 inibe a apoptose de
(competidor de RANK) OCs e a reabsorgao 6ssea ocorre
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a diferenciagdo e proliferacao
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Figura 6 - Processo de desregulagdo na osteoporose. Adaptada de BioRender

O modelo animal utilizado em estudos de osteoporose pds-menopausa é
constituido por fémeas ovariectomizadas (o que induz a patologia). No entanto, apresenta
diversas limitacbes como ser um modelo associado a elevados niveis de TNF-a e 1L-1,
citocinas que regulam positivamente a osteoclastogénese e por isso ndo sao o modelo

mais indicado para o estudo da sinalizagéo ativada por RANKL (Zhao et al., 2020).

Um outro modelo animal para o estudo da osteoporose pOs-menopausa Sao

animais no quais € deletado o gene responsavel pela sintese de osteoprotegerina (KO-
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OPG), onde a perda de massa 0ssea severa se deve ao elevado racio RANKL/OPG (Zhao
et al., 2020)

1.2.1.1 A mitocondria na osteoporose

Sob condic0es fisiologicas, a mitocondria € responsavel pela producéo de energia
e por regular a homeostase de calcio. Quando o funcionamento da mitocondria é alterado,
a atividades das células correspondentes também, o que pode acelerar o desenvolvimento
da osteoporose. Exemplo disto é, em condigdes de stress oxidativo, as mitocondrias dos
OBs apresentarem ma-formacdes o que ird inibir a formacdo e diferenciacdo destas
células. Por outro lado, ao nivel da reabsorcdo dssea, a divisao excessiva da mitocondria
pode acelerar o desenvolvimento da osteoporose por permitir uma rapida diferenciagédo
dos OCs (Yan et al., 2023).

1.2.1.2 Fatores de Risco

A sindrome metabdlica é um conjunto de condi¢bes médicas que consistem em
obesidade central, hiperglicemia, hipertensdo e dislipidemia, onde cada atua no tecido
6sseo de forma diferente (Chakuleska et al., 2022). Com o envelhecimento e outras
condi¢cBes como a perda de hormonas gonadais, 0 racio de reabsor¢do excede o de

formacédo, o que resulta na diminuicdo da massa dssea.

1.2.1.2.1 Absorcdo de Calcio e Vitamina D

A absorcdo de calcio e vitamina D é crucial na manutencdo da mineralizacao
adequada do osso. A deficiéncia de calcio ativa uma resposta pelo organismo numa
producdo exacerbada da PTH. Esta desregulacdo pode estimular a osteoclastogénese ao
aumentar a producdo de RANKL pelos OBs, 0 que leva a reabsor¢édo 6ssea com o fim de

restabelecer os niveis de calcio sérico (Epsley et al., 2021).

A vitamina D tem um papel fisiologico adicional de regular o sistema imunitario
e j& demonstrou ter uma funcdo anti-inflamatdria em doencas como artrite reumatoide.

Baixos niveis de vitamina D relacionam-se com niveis superiores de inflamacdo. As
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células imunitérias tém a capacidade de converter a vitamina D a sua forma ativa -
1,25(0H).D3, que atua como um esteroide ao ligar-se ao recetor nuclear de vitamina D,

expresso em macréfagos, células dendriticas e linfécitos (Epsley et al., 2021).

Isto ird desencadear um circulo vicioso de reabsor¢do constante, superior a
capacidade de formacdo Ossea. Desta forma, a deficiéncia destes nutrientes pode afetar
negativamente a mineralizacdo 6ssea de forma independente do ciclo de remodelagéo

Ossea (Epsley et al., 2021).

1.2.1.2.2 Estilo de vida e exercicio fisico

Um estilo de vida sedentério e habitos ndo saudaveis como consumo excessivo de
alcool e tabaco contribui negativamente para a salde Ossea. Estudos sugerem que 0
consumo excessivo de alcool influencia a perda de densidade 6ssea e aumenta o risco de
fraturas. O consumo de tabaco demonstra promover a producdo excessiva de PTH, que
promove a libertacdo de calcio logo, a reabsorcao 0ssea, e inibe o niveis de 1,25(0H)2D3,

0 que inibe a formagcdo dssea (Pouresmaeili et al., 2018).

Nos ultimos anos, o exercicio fisico tem sido reconhecido como uma abordagem
no combate a osteoporose. Estudos tém demonstrado que o exercicio fisico efetivamente
controla e previne a osteoporose e tem sido apontado como uma potencial intervencédo
estratégica para ultrapassar complicacbes poOs-menopausa devido as mudancas
metabdlicas, especialmente dos niveis de estrogénio. Apesar de o0 mecanismo de
regulacao de estrogénio pelo exercicio fisico ndo ser claro, estudos demonstraram que a
pratica regular de exercicio fisico atua positivamente no niveis de estradiol. No entanto,
estes resultados tém sempre variaveis associadas como o estado fisiologico e o esforco

do exercicio realizado (Zhou et al., 2021).

O exercicio fisico também pode atenuar citocinas inflamatérias por regular
positivamente citocinas anti-inflamatorias, que afetam o metabolismo 6sseo. Exercicio
de alta intensidade e baixo impacto tem sido reportado como estimulador de respostas a
transformacdo de marcadores 0sseos e citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a, sugerindo uma
correlacdo entre esta forma de exercicio e as respostas esqueléticas e imunes (Zhou et al.,
2021).

13



1.2.1.2.3 Glucocorticoides

O uso prolongado de glucocorticoides sintéticos afeta a salde 6ssea. Foi observado
que ao fim de 3 meses de terapia aceleram a reabsorcdo 0ssea. Atuam ao promover a
expressdo de RANKL e inibir a expressdo de OPG. Também estimulam a expresséo de
um inibidor da via de sinalizacdo Wnt, que ¢é essencial a diferenciacdo osteoblastica e
inibem a expressdo do gene responsavel pela formacdo Ossea e sintese de COL-I

(Pouresmaeili et al., 2018).

1.2.1.2.4  Ferroptose

A ferroptose é definida como a forma regulada de morte celular dependente de
ferro que ocorre com a acumulacao letal de ROS tal que, compromete os sistemas de
reparacao da peroxidacéo lipidica dependentes de glutationa. Afeta morfologicamente a
mitocondria tornando-a mais deprimida, com menor densidade membranar e menor
atividade. A ferroptose foi reportada associada a progressdo de diversas doencas que
incluem a degeneracdo de 6rgdos (Gao et al., 2022). Tém crescido evidéncias de que a
ferroptose e a osteoporose estdo correlacionadas. Pacientes diagnosticados com
osteoporose apresentam excesso de ferro e uma maior acumulacdo de ROS (Feng et al.,
2021; Gao et al., 2022).

Num estudo realizado num modelo n&o celular e independente de enzimas, o ferro
aparentou inibir o crescimento de cristais de hidroxiapatite, 0 que sugeriu um efeito
inibitorio do i3o ferroso, Fe?*. A acumulacio de Fe?* por desregulacdo da homeostase
férrica catalisa a formacdo de ROS, principalmente "OH e "OH pela reacdo do ido com
H20., denominada de reacdo de Fenton (Figura 7). A mitocondria € a principal fonte de
ROS, uma vez que resultam do seu normal funcionamento para o metabolismo das células
(Gao et al., 2022).
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Figura 7 - Reacdo de Fenton com Fe?*. Adaptada em BioRender

Foi reportado que a acumulagdo ides férrico/ferroso (Fe?*/Fe*) induz a via
apoptotica de OBs ao promover o aumento de ROS intracelular (Feng et al., 2021).
Estudos desenvolvidos na modelacdo da ferroptose para o tratamento da osteoporose
apresentam esta via como uma terapia promissora na prevencao e controlo da doenca,

com menos efeitos secundarios (Gao et al., 2022).

1.2.1.3 Menopausa

A osteoporose pds-menopausa tem tido uma incidéncia crescente devido a uma
vida mais sedentéria, fatores ambientais, puberdade precoce e disturbios ovéricos
(Satpathy et al., 2021).

O sistema hormonal feminino tém uma influéncia crucial na satde e qualidade de
vida da mulher. A sua desregulacdo ao nivel de estrogénio durante toda a vida é um fator
determinante no desenvolvimento de doengas associadas ao envelhecimento como a
obesidade, doencas autoimunes e osteoporose, onde nesta Ultima tem um papel crucial
(Mzid et al., 2017; Satpathy et al., 2018; Stupski et al., 2021). Na osteoporose pés-
menopausa, o défice de estrogénio ativa as células T e aumenta a producdo de citocinas
pro-inflamatorias como TNF-a, que demostra inibir componentes da matriz 6ssea como
colagénio e ALP, o que inibe a atividade osteoblastica (Chen et al., 2020; Satpathy et al.,
2021). Na fase inicial apds a menopausa, cerca de 20% da massa 0ssea perdida é devido

ao défice ovarico (Anjaneyulu et al., 2018).

O stress oxidativo é um fator considerado patogénico em diversas doencas
inclusive na osteoporose, comum na “sindrome pos-menopausa”. Acredita-se que a
diminuicdo de estrogénio no organismo relacionado com a transi¢do para a menopausa &
responsavel por desencadear o stress oxidativo (Zhou et al., 2021; Chakuleska et al.,
2022). Foi demonstrado que o estrogénio consegue inibir a perpetuacdo de ROS e

proteger a estrutura 6ssea ao inibir a oxidacdo do organismo (Zhou et al., 2021).
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Estudos in vivo demonstram, em modelos com ovariectomia bilateral, que ha um
desequilibrio redox que se caracteriza pelo aumento dos marcadores de peroxidacdo
lipidica e pela diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes (Chakuleska et al.,
2022). ROS como H20> e "OH séo produtos do metabolismo da célula e da atividade de
enzimas como a catalase, glutationa peroxidase (GPx) e as SOD, todas enzimas
responsaveis pela remogéo de radicais livres das células (Zhou et al., 2021).

O envelhecimento da populacdo, que tem aumentado continuamente,
correlaciona-se com aumento do nimero de mulheres no periodo de menopausa. Nesta
fase, tal como o risco de osteoporose aumenta, 0 risco acidentes vasculares cerebrais
(AVC) também (Wattanathorn et al., 2018).

Ja foi reportado que um distdrbio na regulacdo do stress oxidativo desempenha
um papel crucial ao estimular a incidéncia de AVCs e osteoporose em mulheres na
menopausa. Como tal, o efeito antioxidante tem sido uns dos alvos na intervencéao
profilatica e terapéutica. Diversos estudos na Ultima década em ratos fémea
ovariectomizados tém demonstrado que, substancias que possuem atividade antioxidante,
sdo promissoras enquanto agentes terapéuticos no tratamento e prevengdo de AVCs e
osteoporose (Wattanathorn et al., 2018; Satpathy et al., 2021; Kalia et al., 2014).

[.2.2 Atuais Terapias

Existem varios tratamentos disponiveis para a inibicdo e controlo da osteoporose
como tratamentos hormonais, estrogénio ou analogos sintéticos da PTH, bi-fosfonatos e
anticorpos. Este atuam como anti-reabsorsores, promotores da formacdo 6ssea ou ambos
(Satpathy et al., 2021).

1.2.2.1 Tratamento hormonal

O tratamento hormonal por reposicao dos niveis de estrogénio é o tratamento mais
eficiente para mulheres em fase pds-menopausa, de modo a limitar a perda dssea e a
ocorréncia de fraturas. No entanto, a longo prazo, este tipo de terapia tem efeitos adversos
ao se encontrar associado a elevadas hipoteses de desenvolver cancro da mama, no cérvix,

endométrio e nos ovarios bem como a ocorréncia de AVCs e doencgas cardiacas
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(Anjaneyulu et al., 2018; Satpathy et al., 2021). Tem ainda contraindicagcdes em doentes

hepéticos e/ou com embolias venosas (Satpathy et al., 2021).

Ja os analogos da PTH como a teriparatida, sd0 muito onerosos e a necessidade
de injecOes didrias aumentam o risco de efeitos adversos como o desenvolvimento de

osteossarcoma (Satpathy et al., 2021).

1.2.2.2 Bi-fosfonatos

Os bi-fosfonatos (BPs) sdo pequenas moléculas anti-reabsorsoras que reduzem o
nimero de osteoclastos funcionais na superficie do osso através de diferentes
mecanismos, incluindo efeitos na sua diferenciacdo, maturacdo e apoptose.
Adicionalmente, certos BPs prejudicam a sinalizacdo da proteina G dos OCs e as fungdes
do citoesqueleto, o que leva a desagregacdo do compartimento da medula déssea e
compromete a sua atividade. No entanto, por muito que estas terapias reduzam
eficazmente a perda de massa 0ssea, também apresentam efeitos adversos uma vez que
se encontram ligadas a uma reducdo de OBs e formacdo 6ssea. Ha ainda a hipétese de
alguns BPs terem efeitos diretos na inibicdo da formacdo 6ssea. A reducdo de OBs apds
a terapia anti-reabsorsora também esta associada a menor inducao de formacao 6ssea pela
PTH (Durdan et al., 2022).

Os bi-fosfonatos de toma oral atuam ao associar-se aos cristais de hidroxiapatite
e inibir a reabsorcdo 6ssea pelos OCs, mas observou-se que 0 seu uso prolongado se
encontra associado a efeitos adversos como a necrose do maxilar, fraturas femorais
atipicas e ulceras no trato digestivo. Como tal, tem ocorrido um decréscimo do uso de
BPs nos ultimos anos (Stupski et al., 2021; Satpathy et al., 2021).

1.2.2.3 Outros Tratamentos

As terapias por anticorpos também ja foram implementadas. Um dos anticorpos é
0 Denosumab (DMAB) que é um anticorpo neutralizante do RANKL e que bloqueia a
diferenciacdo e funcionamento dos OCs, além de induzir a fissdo de OCs multinucleados.
Tudo isto com o objetivo de diminuir o nimero de OCs e com isso, a reabsorcao

Ossea.(Durdan et al., 2022)
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Outro farmaco anti-reabsorsor é o odanacatib, um inibidor especifico da protease
dos OCs, catepsina K, que inibe degradacdo das proteinas mediada pela reabsorcdo sem
interferir noutros processos dos OCs. Este farmaco ndo reduz o nimero de OCs e,
contrariamente a outros farmacos como DMAB e BPs, também ndo interfere no nimero
de OBs nem na formacdo Ossea. Posto isto, este fArmaco permite demonstrar que a
inibicdo da reabsorcdo 0ssea é possivel ao manter os OCs funcionais e com isto proteger
a formacéo 6ssea. Contudo, os seus estudos foram interrompidos na fase 3 de ensaios por

ocorrer um aumento de episddios cardiovasculares (Durdan et al., 2022).

O eldecalcitol € um analogo ativo da vitamina D3 que possui propriedades anti-
reabsorsoras. Foi demonstrado num estudo com ratos fémea ovariectomizados que este
farmaco diminui parametros bioquimicos e histologicos da reabsorcdo dssea. O seu uso
como um tratamento para a osteoporose tém apresentado controvérsia, uma vez que,
apesar de demonstrar atividade calcémica, se encontra associado a atividade
osteoclastica. Até a data percebeu-se que o eldecalcitol induz a expressao de citocinas
pré-osteoclastogenicas como RANKL, mas que o seu modo de acdo pré-osteoblastico
depende do ambiente em que atua. Assim, o seu efeito pode estar relacionado com outras

substancias libertadas durante a remodelacéo 6ssea (Bu et al., 2019).

O interferdo-y (IFN- vy) secretado pelos linfocitos T € um fator anti-inflamatério
importante que tem sido usado no tratamento da osteoporose severa. O IFN- y liga-se ao
recetor IFNGR expresso na superficie dos OCs e exerce um efeito inibidor na reabsorcao
0ssea. Ja nos OBs, 0 IFN-y estimula a sintese de OCN e ALP, estimulando a formagéo
6ssea. No entanto, efeitos secundarios e o custo elevados sdo algumas limitacGes deste
tratamento (Zhou et al., 2021).

Maioritariamente, as terapias que sdo atualmente usadas no tratamento da
osteoporose pos-menopausa tém acéo inibitoria na diferenciacédo e atividade de OCs. No
entanto, estes farmacos anti-reabsorsores apresentam eficacia moderada, tém efeitos
secundarios relevantes e ndo tém a capacidade de recuperar a massa 60ssea ja perdida
(Zhao et al., 2020). Como tal, é necessario compreender melhor 0s mecanismos acoplados
a reabsorcao e a formacdo do osso de modo a desenvolver novas estratégias terapéuticas
para a manutencdo 0ssea ao longo da vida e potenciar a acumulagdo de massa 6ssea em

condigdes que perda severa (Durdan et al., 2022).
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A terapia antioxidante tem sido muito investigada devido ao seu efeito no
metabolismo do 0sso. Apresenta ser uma abordagem promissora como terapia de inibi¢ao
da atividade osteoclastica e na promocdo da atividade osteoblastica. Também tem
demonstrado um papel benéfico em suprimir os danos causados por ROS durante a
recuperacdo dssea (lrgin et al., 2016). Mas mesmo esta tem as suas limitacdes: Apesar
dos antioxidantes sintéticos apresentarem maior estabilidade e baixo custo, a longo prazo
apresentam efeitos secundarios no sistema reprodutor, alergias e problemas
gastrointestinais, o que pode aumentar a probabilidade de desenvolver cancro (Jaiswal et
al., 2022).

Como os diversos agentes terapéuticos utilizados em doentes de osteoporose
apresentam efeitos secundarios, alguns métodos alternativos tém sido estudados através
do uso de diversos extratos ou compostos de origem natural (Kim et al., 2019; Satpathy
etal., 2021).

1.3 Plantas Medicinais e compostos naturais

A Humanidade sempre usou plantas com fins medicinais. Nas antigas
civilizacdes, em todos os continentes foram encontrados indicios disso. Assim, mesmo
com o avanco da medicina e da farmacologia, especialmente em paises em

desenvolvimento, o uso da medicina tradicional prevalece (Chaachouay et al., 2019).

Devido a seguranca, eficécia, aceitacdo cultural e melhor compatibilidade com o
organismo por provocar menos efeitos secundarios, segundo a OMS cerca de 80% da
populacdo utiliza plantas medicinais como cuidado de satde primario. No entanto, s
cerca de 5% de todas as espécies vegetais foram investigadas em relagédo a sua seguranca
e eficdcia na medicina tradicional (Shah et al., 2021; Yusuf et al., 2020). Em contraste
com os farmacos sintéticos baseados na acdo de um composto, a medicina natural apoia-
se em efeitos sinérgicos de varios compostos que atuam num ou varios alvos de agédo
terapéutica. Além disso, a diversidade de compostos bioativos permite a variedade de
efeitos descritos associado a extratos, sem esquecer as diferentes combinacgdes que podem

ser feitas tendo em conta a necessidade do paciente (Bessa Pereira et al., 2012).
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A procura por medicina de origem natural tem crescido bastante em paises
desenvolvidos e como tal, muitas companhias farmacéuticas tém concentrado a sua
pesquisa em novos metabolitos como potenciais farmacos e leads. Alguns medicamentos
bastante conhecidos e atuais foram descobertos com base em plantas medicinais. Caso
disso é a aspirina, um anti-inflamatorio; a morfina e a salicina que sdo analgésicos; a
digoxina que é um glicosideo cardiotonico; a artimisina € 0 quinino que sdo anti-
malaricos, o pacitaxel e a vincristina que sdo anti-neoplasicos e a efedrina que é

broncodilatadora e estimulante adrenérgica (Yusuf et al., 2020; Li et al., 2019).

[.3.1 Compostos naturais bioativos

Mesmo com todos os avangos terapéuticos, ha um decréscimo na taxa de
tratamento da osteoporose, devido a falta de implementacao de estratégias de tratamento
e prevencdo bem como a adequada comunicacdo dos efeitos adversos alarmantes das
atuais terapias. Adicionalmente, em relagdo a outras patologias, a osteoporose ndo atrai
elevados niveis de atencdo por parte de prestadores de salde e organizagdes
governamentais, por ser uma patologia cujos tratamentos sdo onerosos (Curtis et al.,
2022; Stupski et al.,2021).

Os fitoquimicos sao responsaveis pela atividade terapéutica de espécies vegetais.
Produtos que derivam de plantas medicinais, quer isolados, quer na forma de extratos,
tornam possivel desenvolver potenciais farmacos (Shah et al., 2021). Os fitoestrogénios
sdo compostos ndo esteroides presentes nas plantas, que apresentam atividade biol6gica
estrogenica ou ndo estrogenica. Podem dividir-se em dois grupos: flavondides como
isoflavonas, cumestrois e prenilflavondides; ou ndo flavonodides como os lignanos, que

sdo precursores de flavonoides (Figura 8) (Stupski et al., 2021).

Tém sido um grande foco por serem compostos naturais, ndo esteroides, mas que
podem apresentar atividade mimética de estrogénio. Por isso apresentam-se como
substitutos efetivos na reducdo da fragilidade e perda oOssea. Diversos estudos
recomendam que uma dieta rica em fitoestrogénios pode ter uma acéo protetora contra a
osteoporose pés-menopausa e doencgas cardiovasculares (Anjaneyulu et al., 2018;
Satpathy et al., 2021). O grupo de fitoestrogénios flavondides incluem maioritariamente

isoflavonas, que exercem o seu efeito terapéutico devido a sua afinidade ao recetor de
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estrogénio beta (ER-B), o que se acredita serem mais seletivas para as células 6sseas. No
entanto também contém cumestroéis, flavanonas, chalconas e flavonas (Stupski et al.,
2021). Apesar de serem considerados mais seguros, podem produzir efeitos secundarios
semelhantes a suplementacdo com estrogénio, apresentando efeitos secundarios como o

desenvolvimento de cancro da mama e ovarios (Satpathy et al., 2021; Stupski et al.,

2021).
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Figura 8 - Estruturas de fitoestrogénios mais comuns

Estudos epidemiolégicos tém evidenciado uma correlacdo direta entre 0 consumo
de compostos fendlicos, nomeadamente &cidos fendlicos, flavondides, taninos e
antocianinas e efeitos benéficos na salde, maioritariamente propriedades anti-
inflamatdrias, o que confere potencial terapéutico em inflamac&o cronica particularmente
por captar eletrbes de espécies reativas de azoto (RNS) e ROS (Carvalho et al., 2017;
Stupski et al., 2021).

O uso de medicina a base de plantas nas estratégias de regeneracdo dssea tem sido
avaliado. Existe evidéncia de ensaios in vitro e in vivo com varios produtos derivados de
plantas que tém efeitos positivos no metabolismo do osso. A eficacia de extratos de

plantas como substitutos dsseos também ja foi reportada (Bessa Pereira et al., 2012).
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1.3.2 Estudos com Plantas Medicinais na Osteoporose

Um estudo realizado com o extrato das folhas de Morinda citrifolia L. proveniente
da Tailandia sugere que 0 mesmo apresenta um efeito antiosteoporético por melhorar a
densidade osteoblastica e os niveis séricos de Ca?*, OCN e ALP, que atuam na formagao
Ossea e mineralizacdo. Em simulténeo, a densidade osteoclastica diminuiu. Este estudo
foi conduzido em ratos fémea ovariectomizados com um extrato obtido por maceragéo
durante 72h (Wattanathorn et al., 2018).

Foram reportados compostos ativos com efeito estimulador na formacdo dssea
através de uma acdo anabdlica em 0ssos osteoporoticos (Zhao et al., 2020; Bethesda
2012). O icariin — um bioativo isolado de uma espécie chinesa do género Epimedium -
apresenta ter um efeito estimulador na ativacdo de osteoblastos em modelos KO-OPG.
Investigacdes com acido oleandlico indicam que este inibe fases mais avancadas da
osteoclastogénese e a ativacdo de c-Fos e NFATc1 em macréfagos derivados da medula
6ssea (BMM). Diminui ainda a ativacdo de genes osteoclasticos como TRAP, Ctsk
(referente a catepsina K) e MMP9 e atenuou a perda de massa 6ssea no modelo KO-OPG

ao diminuir a densidade de osteoclastos (Zhao et al., 2020).

Estudos in vitro em co-cultura com precursores de OCs e com OBs demonstraram
que o extrato metandlico de Equisetum arvense aparenta ter um efeito negativo na

osteoclastogénese (Costa-Rodrigues et al., 2012).

Desta forma, as plantas tém-se revelado promissoras por serem ricas em
metabolitos que apresentam bioatividade e com potencial para desenvolver novas

terapias.

1.3.3 Equisetum ramosissimum Desf.

O género Equisetum é conhecido pelo seu elevado teor de silica (estima-se que
cerca de 20-25% do seu peso seco € silica) (Sadowska et al., 2020).

A especie Equisetum ramosissimum Desf. (ER) é um feto perene que pertence a
familia Equistaceae. Esta planta cresce habitualmente em solos humidos e encontra-se
maioritariamente junto as margens do rio ou locais pantanosos. O seu caule é vertical com

ramificacOes tal que a sua estrutura a torna vulgarmente conhecida por cavalinha
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ramificada (Figura 9). Encontra-se em diferentes partes do mundo sendo
tradicionalmente utilizada na Africa do Sul sob decoccéo dos rizomas para a infertilidade
feminina e como pasta feita a partir dos ramos para tratar 0ssos fraturados ou deslocados.
Foi reportado que as comunidades Zulu usam a seiva como analgésico em dores de dentes
e como cicatrizante em extragdes dentarias. E também reportado a decocco e/ou infuséo
das suas partes aéreas para doengas uroldgicas, inflamacdes, cicatrizacdo (aplicacdo das
cinzas pelas tribos), doencas reumaticas, hipertensdo e para fortalecimento de 0ssos
fragilizados. Esta ainda descrita pelas suas propriedades antioxidantes, pela sua
capacidade de captar espécies radicais; anti-inflamatdrias, diuréticas, hemostaticas,
antimicrobianas e antivirais (Boeing et al., 2021; Ojha et al., 2021; Shah et al., 2021;
Szuman et al., 2020).

Figura 9 - Equisetum ramosissimum Desf. (foto obtida no decurso do projeto C6aMedPlants na
regido do Vale do Céa).

Em extratos hidroetandlicos ja foram identificados flavonoides (na forma livre e
glicosilada) como camferol, quercetina e apigenina. Também se identificaram &cidos
fenolicos como o acido chiquimico, cafeoilo, p-hidroxibenzoico, ferulico, que € reportado
como nefroprotetor, e derivados de acido cafeico. Foi reportada ainda a presenca de
alcaldides (Boeing et al., 2021; Shah et al., 2021). Em extratos metanolicos foram

identificados alcaloides, saponinas, taninos e flavondides (Ismail et al., 2020).
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1.3.4 Urtica

Poucas espécies do género Urtica tém a sua composicao fitoquimica descrita além
da Urtica dioica L. S8o conhecidas pelas suas propriedades irritantes, mas ap0s serem
processadas, secas ou cozinhadas, perdem-na tornando-se fontes de alimento (Carvalho
et al., 2017; Taheri et al., 2022). Despertaram interesse quando foi descoberto que séo
ricas em polifendis como flavondides, ésteres de acido cafeico, cumarinas e taninos;
também contém triterpenos, lignanos, ceramidas, polissacaridos, acidos gordos, minerais,
vitaminas e aminoacidos (Maaroufi et al., 2017; Maksimovi¢ et al., 2019; Shah et al.,
2021; Taheri et al., 2022).

As espécies Urtica dioica L. e Urtica urens L. pertencem a familia Urticaceae.
Sdo plantas perenes que se caracterizam pelas suas folhas em forma de coracdo com
bordas serradas e cobertas de tricomas, que crescem aos pares verticalmente. A colheita
ocorre durante o periodo de floracdo e sdo usadas secas na medicina tradicional com fins
analgésicos em dores articulares. No entanto, apresentam contradi¢des gastrointestinais e
reacOes alérgicas caso ndo sejam devidamente processadas (Maaroufi et al., 2017,
Maksimovi¢ et al., 2019). Crescem em diversos ambientes, mas preferem solos ricos em
azoto. Sao perenes e crescem em sombras difusas, solos himidos e terrenos baldios.
Distribuem-se pelo mundo inteiro, mas encontram-se maioritariamente na Europa,
Africa, Asia e América do Norte (Subba et al., 2022).

1.3.4.1 Urtica dioica L.

A Urtica dioica L. (UD) (Figura 10) € a Unica espécie de Urtica que € cultivada
comercialmente para fins farmacéuticos da qual a extracdo de clorofilas e fibras ja é
comercializada. Até a data foram descritos diversos metabolitos desta espécie incluindo
flavonoides como kamferol, quercetina, rutina (na forma livre e glicosilada), taninos,
derivados de acido chiquimico e outros fendlicos como p-cumaroilo, cafeoilo e feruoilo
bem como fenilpropandides. Além disto foram reportadas saponinas, carotendides,
clorofilas, esterois, acidos gordos, proteinas, vitaminas e minerais como célcio, potassio,
magnésio, fosforo, ferro, enxofre, zinco, manganés, cobre e niquel (Carvalho et al., 2017,
Farag et al., 2013; Kalia et al., 2014; Subba et al., 2022). E usada na medicina tradicional
para variadas patologias incluindo artrite reumatoide, osteoartrite e infecdes microbianas.
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Contém compostos farmacologicamente ativos como flavonoides e derivados de &cidos
hidroxicinamicos como ésteres cafeoilicos, acido cafeico, scopoletina, sitoesterol e
minerais que estimulam o sistema imunitario e apresentam efeitos antioxidantes, anti-
inflamatdrios — que se deve ao seu efeito inibitorio da NF-kp, antimicrobianos, antivirais
e analgésicos (Irgin et al., 2016; Kaliaet al., 2014; Subba et al., 2022; Taheri et al., 2022).
Ultimamente os efeitos antioxidantes tém sido estudados devido aos seus efeitos no
metabolismo 6sseo. As terapias deste género aparentam ser promissoras na inibicdo da
atividade osteoclastica e na promocao da atividade osteoblastica. Além disto, também
demonstraram ser capazes de suprimir os efeitos nocivos de ROS em células, durante a
cicatrizacdo dssea. Pode ser benéfica para mulheres na fase de menopausa ao atuar como
um restaurador de flutuacdes hormonais e como coagulante ao controlar hemorragias
excessivas (Irgin et al., 2016; Subba et al., 2022).

Figura 10 - Urtica dioica L. (foto obtida no decurso do projeto C6aMedPlants na regido do Vale
do Cba).

A sua decoccdo é relatada para dissolver pedras de oxalato de calcio nos rins.
InfusGes desta espécie também costumam ser usadas para hemorragias nasais e
menstruais, diabetes, reumatismo, eczema, anemia e queda de cabelo. As folhas séo
reportadas como hipotensivas, anti-inflamatorias, diuréticas e imunomodeladoras e
analgesicas. As suas raizes e folhas sdo usadas para o tratamento de hiperplasia prostatica.
Foi realizado um estudo in vivo que implicou a administracdo de extratos aquosos no qual

se verificou que a administracdo sistémica pode estimular a regeneracdo 6ssea e reduzir
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a inflamacéo, incluindo a peroxidagéo lipidica (Farag et al., 2013; Irgin et al., 2016;
Jaiswal et al., 2022; Khare et al., 2012; Kregiel et al., 2018; Shah et al., 2021).

Estudos demonstram que os extratos obtidos das folhas limitam a producéo de
citocinas inflamatorias e previnem a ativacdo das cicloxigenases, COX-1 e COX-2. O
extrato aquoso das raizes também exibe propriedades anti-inflamatdrias ao suprimir as
COX, citocinas e a peroxidacdo lipidica (Subba et al., 2022). A decocc¢éo das folhas e dos
caules em quantidades controladas é indicado para o tratamento de pequenas lesfes
cutaneas. E também usada para controlo de hemorragias menstruais em mulheres,
reumatismo e falta de energia muscular. Em preparac6es alcodlicas é usado para hepatites
cronicas e obstipacdo. A administracdo de extratos hidroetanélicos a 80% por via oral
apresentaram em ensaios in vivo resultados positivos para a atividade antioxidante
podendo promover inclusive, a atividade de enzimas antioxidantes como SOD e GPx.
Estes resultados também foram obtidos em ensaios in vitro (Jaiswal et al., 2022; Kalia,
Joshi et al., 2014; Khare et al., 2012; Taheri et al., 2022).

Além das atividades ja mencionadas demonstra ainda atividade antidiabética, anti-

endometriotica e nefroprotetora, diurética e antiulcerosa (Taheri et al., 2022).

1.3.4.2 Urtica urens L.

A espécie Urtica urens L. (UU) (Figura 11) distribui-se geograficamente pela
América do Norte, Europa, Médio Oriente e Oceénia. E tradicionalmente usada como
anti-hipoglicémica, antioxidante, hepatoprotetora, antiviral, antimicrobiana, diurética,
hipotensora, anticoagulante e nefroprotetora. E descrita com aplicacdo terapéutica em
anemias, Ulceras, artrite e reumatismo. Tem descrito como atividade farmacologica
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (Maaroufi et al., 2017; Mzid et al., 2017;
Seadawy, et al., 2018; Taheri et al., 2022).
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Figura 11 - Urtica urens L. (foto obtida no decurso do projeto C6aMedPlants na regido do Vale
do Cba).

Foi realizado um estudo que demonstrou que 0s extratos aquosos S0 menos ricos
em compostos antioxidantes comparativamente aos extratos hidroetandlicos, mas foi
demonstrado in vivo que extratos etandlicos tém propriedades analgésicas (Taheri et al.,
2022; Maaroufi et al., 2017).

Um estudo de Mzid et al., 2017, consistiu ha administrago de extratos etandlicos
de UU a ratos. Observou-se uma diminuicédo significativa dos niveis de calcio e fosfato
na urina o que sugere os seus efeitos benéficos no metabolismo destes ifes. Isto pode ter
efeito na atividade osteocléstica bem como a nivel hormonal. Foi demonstrado também
qgue houve um aumento de hidroxiprolina, estradiol e das vitaminas D e E, que sdo
indicadores benéficos para a formagéo 0ssea (Mzid et al., 2017). O seu efeito protetor e
atividade anti-inflamatéria encontra-se normalmente associado ao elevado teor de
compostos fendlicos e pode dever-se a sua atividade antioxidante bem como a inibicdo
de mediadores inflamatdrios. (Mzid et al., 2017; Mzid et al., 2017).
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I1. Objetivos

Localizado a nordeste de Portugal e banhado pelo Rio Douro, o Vale do Coa é
conhecido mundialmente pelo seu patriménio de arte rupestre, mas também é muito rico
em patriménio genético vegetal. De forma a valorizar a regido e comprovar
cientificamente a medicina tradicional, os objetivos deste trabalho sdo avaliar as
diferengas entre dois métodos de extracdo diferentes de trés espécies enddgenas da regido,
caracterizar quimicamente a composic¢do dos extratos obtidos incluindo a avaliacéo da
atividade antioxidante e a composicdo fendlica dos mesmos e fracionar os extratos de
modo a identificar as fracbes com maior teor de compostos fendlicos. In vitro, avaliar a
toxicidade dos extratos em células RAW 264.7, precursoras de osteoclastos e testar a sua
capacidade inibitoria na osteoclastogénese, avaliar o seu impacto na respiracdo celular e
nas defesas antioxidantes in vitro e estudar o mecanismo de acao dos extratos nas células

RAW 264.7 e no processo de diferenciacdo em osteoclastos.
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I1l. Materiais e Métodos

I11.1 Reagentes

REAGENTE

Agilent Seahorse XF Calibrant,
ph=7.4

Agua destilada DNase/RNase Free
Acido galhico
Acetato (sol.) 2,5 M; pH 5,2
Antibiotico/Antimicatico

Albumina de soro de Bovino
(BSA)

Acido acético glacial

Acido fosforico de Naftol AS-BI
(sol.)

Acido tricloroacético (TCA)
Antimicina A
Azul tripano
BAM15

Bicarbonato de sodio

CellTiter- Glo® Luminescent Cell
Viability Assay kit

Clarity™ Western ECL Substrate
Cloreto de Sadio (NaCl)

Cloroférmio

CM-H:DCFDA

Cocktail de inibidores de protease
(PIC)

17B-estradiol (E2)
D-(+)-Glucose

REFERENCIA

100840-000

10977-035

398225
3863

15240-062

23209

131008.1611

3871

T0699
A8674
T8154
SML 1760-5MG
S6014

G7570
170-5061
S/3160/63

650498
C6827

P8340

E1024
G7021

MARCA

Agilent Technologies (Santa
Clara, CA, EUA)

Gibco (Waltham, MA, EUA
(Fisher Scientific))

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Gibco (Waltham, MA, EUA
(Fisher Scientific))

Thermo Scientific (Waltham,
MA, EUA)

PanReacAppliChem
(Barcelona, Espanha)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Promega (Madison, W1, EUA)

Bio-Rad (Hercules, CA, EUA)

Fischer Scientific (Waltham,
MA, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Waltham, MA, EUA

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
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Dimetilsulfoxido (DMSO)

Ditiotreitol (DTT)

Dodecil sulfato de sodio (SDS)

Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM)

Fast Garnet GBC Base (sol.)

Fluoreto de fenilmetilsufonil
(PMSF)
Fosfato de sodio dibasico
(NazHPOQO4)
Fosfato de s6dio monobasico
(NaH2POs)

Formalina
HEPES
iScript™ cDNA kit de sintese
Isopropanol

L-Glutamina

Leukocyte Acid Phosphatase
(TRAP) kit

RANKL
Metanol
MitoSOX™ Red

Nitrito de sddio (sol.)

Oligomicina

Ortofosfato de potéssio di-
hidrogenado (KH2PO.)

Peroxido de hidrogénio (sol.)

Persulfato de amonia (APS)
Pierce™ 660 nm

Piruvato de s6dio

Ponceau S
Reagente de Dragendorff

RNeasy Mini kit
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D/4121/PB17

D9163
161-0301

D5030
3872
P7626

1.06580.1000

SODH-01A-500

HT501128-4L

H4034
1708890
190764
G3126

387A-1KT

R0525
M/4000/17

M36008

914
75351

P/4806/60

95294
1708.0020

22660

P2256
P3504

44578

74104

Fischer Scientific (Waltham,
MA, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Bio-Rad (Hercules, CA, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Merck (Darmstadt, Alemanha)

Labkem (Barcelona, Espanha)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Bio-Rad (Hercules, CA, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Fischer Scientific (Waltham,
MA, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Waltham, MA, EUA

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Gerbu (Heidelberg, Alemanha)

Thermo Scientific (Waltham,
MA, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Fluka/ Sigma (St. Louis, MO,
EUA)

Qiagen (Hilden, Alemanha)



Rotenona

Soro Fetal de Bovino (FBS)

Sal sodico de Sulforodamina B
(SRB)

Sal sédico de Resazurina

Tartarato (sol.)

Tetrametiletilenodiamina
(TEMED)

TLC Silica gel 60 F2ss
TLC Silica gel 60 RP-18 F254s
TripleXtractor
Tris-Base
Triton X-100

Tris-HCI

Tripsina-EDTA 0,05%, Phenol
Red

TRIzol

Tween® 20

Seahorse XF®96 sensor cartridges

Seahorse XF®96 V3-PS TC-
Treated Cell Culture
Microplates

Seahorse XF Calibrant Solution

Silica gel 60 G para preparativas
Solucédo de Acrilamida/Bis 40%

SsoFast™ EvaGreen® Supermix

I11.2 Material Vegetal

R8875
S1810

S9012

R7017
3873

MB03501

1055540001
1055590001
GB23.0200

BP152-1

T9284
T3253

T4049

15596026

P9416

102418-000 B

101085-004

100840-000
107731
161-0148
172-5204

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Biowest (Nuaillé, Franga)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Nzytech (Lisboa, Portugal)

Merck (Darmstadt, Alemanha)
Merck (Darmstadt, Alemanha)

Grisp (Porto, Portugal)

Fischer Scientific (Waltham,
MA, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)
Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Invitrogen (Waltham, MA,
EUA (Fisher
Scientific))

Sigma (St. Louis, MO, EUA)

Agilent Technologies (Santa
Clara, CA, EUA)

Agilent Technologies (Santa
Clara, CA, EUA)

Agilent Technologies (Santa
Clara, CA, EUA)

Merck (Darmstadt, Alemanha)
Bio-Rad (Hercules, CA, EUA)
Bio-Rad (Hercules, CA, EUA)

O material vegetal utilizado neste estudo foi colhido pelo Dr. Méario Pedro
Marques, do iCBR/CIBB da Universidade de Coimbra, na regido do Vale do Cda. As

plantas foram secas em local protegido da luz, a temperatura ambiente, 0 que permite

preservar compostos termolabeis. De todas as espécies estudadas foram produzidos
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exemplares de herbario que se encontram depositados no Herbario da Universidade de
Aveiro (AVE). Para a obtencao dos extratos, foram utilizadas as partes aéreas das plantas

em estudo.

[11.3 Métodos de extracédo

O processo de extracdo de plantas medicinais tem o propoésito de obter metabolitos
secundarios que podem ser compostos bioativos como alcaloides, flavonoides, terpenos,
saponinas, esteroides e glicésidos do material inicialmente inerte ou inativo (Abubakar et
al., 2020).

Os extratos foram obtidos através de dois processos diferentes: decoccdo e
macerac¢do hidroetanolica de acordo com Martins-Gomes et al., 2018 e Ziani et al., 2019.
A decoccdo é um processo extrativo que utiliza &gua em ebulicdo e que permite obter
compostos pouco volateis, polares e hidrofilicos. Apresenta como vantagens o uso de um
solvente ecologico e em comparacdo com a maceracdo, pode facilitar a extracdo de
determinados compostos bioativos; € um solvente amplo para compostos polares, além
de disponivel e ndo toxico. Tem como inconvenientes permitir o crescimento bacteriano
nos extratos e poder provocar a hidrélise de compostos durante a extracdo, além de poder
degradar compostos termolabeis pelo uso de calor (Abubakar et al., 2020; Hidayat et al.,
2021). A maceracdo é um método bastante simples, por norma mais demorado que a
decocgdo. E adequado a extracdo de compostos termolabeis uma vez que ocorre a
temperatura ambiente. Tem a vantagem de, no caso da extracdo hidroetandlica, ter
afinidade para extrair compostos com polaridade intermédia e de preservar contra
microrganismos. E mais adequado & extracdo de compostos fendlicos. Apresenta como
inconveniente o uso de solventes organicos e o tempo de extracdo além de ndo ter
afinidade para compostos muito lipossoliveis (Abubakar et al., 2020; Hidayat et al.,
2021).

A decoccdo teve como objetivo mimetizar o metodo extrativo tradicionalmente
usado (Martins-Gomes et al., 2018; Ziani et al., 2019). As extracOes decorreram a 3,3%
(m/v). A mistura foi submetida a temperatura de ebulicdo com agitacdo magnética durante
20 min. Depois a solucdo foi recolhida e o solvente evaporado até a secura. Os extratos

foram refrigerados até futura analise. A biomassa foi extraida até a exaustao.
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A maceragdo hidroetan6lica a 80% € um outro método de extragdo que permite
avaliar a influéncia da capacidade extrativa de compostos polares e hidrofilicos, mas
também alguns aromaticos e apolares com afinidade para o etanol como compostos
fenolicos (Martins-Gomes et al., 2018; Ziani et al., 2019). As extrac6es decorreram a 4%
(m/v). A mistura foi submetida a agitacdo durante 1h ao abrigo da luz, decantada para um
baldo de fundo redondo e a biomassa remanescente foi adicionado igual volume de
solvente para repetir 0 processo extrativo. Por fim, o solvente foi evaporado até a secura.

Os extratos foram refrigerados até futura analise. A biomassa foi extraida até a exaustao.

[11.4 Caracterizacdo quimica dos extratos

A construcdo de perfis metabdlicos permite ganhar uma visdo mais ampla sobre a
composicao bioquimica, neste contexto, dos metabolitos produzidos pelas plantas (Farag
et al., 2013). Assim, foi realizada uma identificacdo e quantificacdo dos compostos
fendlicos pela técnica de LC-DAD-ESI/MSn e pelo método de Folin-Ciocalteu (FC), a
avaliagdo qualitativa de alcaloides bem como a monotorizagdo de outros metabolitos.

111.4.1 LC-DAD-ESI/MSn

A técnica de LC-DAD-ESI/MSn é um método analitico hifenado, que combina a
capacidade de separacdo cromatografica liquida (LC), adequada a analise de compostos
ndo volateis e/ou termolabeis com a capacidade de identificacdo e analise da massa de
cada composto detetado por espetrometria de massa (MS) (Tilvi et al., 2014). E um
método com diversas aplicacdes incluindo a analise de amostras complexas como extratos
de plantas. Tem a vantagem de ser um método sensivel, reprodutivel e pouco demorado
(Ziani et al., 2019).

A identificacdo e quantificagdo de compostos fenolicos foi feita em colaboragdo
com o laboratério para a sustentabilidade e tecnologia da regido da montanha (SusTEC),
do Centro de Investigacdo da Montanha (CIMO), integrado no Instituto Politécnico de
Bragancga (IPB). O método encontra-se descrito em anexo.
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[11.4.2 Avaliacao de alcaloides pelo reagente de Dragendorff

Para a detecdo qualitativa de alcaloides foi utilizado o reagente de Dragendorff. Este
€ um reagente colorimétrico preparado a partir da dissolucéo de nitrato de bismuto num
acido fraco como por exemplo, acido acético. Esta solucao é misturada com uma solugéo
concentrada de iodeto de potassio. Em meio acido, na presenca de alcaloides (compostos
azotados) produz um precipitado vermelho alaranjado (Figura 12) (Raal et al., 2020).
Para tal, aplicou-se a amostra numa placa cromatografica de camada fina (TLC) e
mergulhou-se, numa placa de Petri com reagente de Dragendorff até cobrir. Retirou-se o

excesso e secou-se a placa. A nicotina foi usada como controlo positivo.

[Bils]
\N }H A Bil }H
: i
em meio acido + A M [+4] + 2KA
¥ - ~

nicotina
PRECIPITADO VERMELHO
Figura 12 - Reacéo da nicotina com o reagente de Dragendorff. Adaptado de Raal et al., 2020

111.4.3 Quantificacdo de compostos fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteu

Foi quantificada a composi¢do fendlica de cada um dos extratos com base nas
reacOes dos grupos hidroxilo presentes em fendis com o reagente de Folin-Ciocalteu (FC).
Este ensaio baseia-se na reacdo de oxidagdo-reducdo, em meio alcalino conseguido pela
adicdo de NaxCOs. Nesta reacdo, os acidos fosfomolibdicos e os heteropoliacidos
fosfotlngsticos, onde os metais se encontram no estado de oxidacdo VI, presentes no
reagente, sdo reduzidos a éxidos pelos €™ provenientes dos compostos fendlicos, o que
provoca uma alteracdo colorimétrica do meio da reacdo, de amarelo a azul, proporcional
ao teor de compostos fendlicos presentes na amostra (Figura 13) (Mikotajczak et al.,
2021; Kupina et al., 2018).
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A Folin-Ciocalteau(FC)

HOVE 'OF'> HO ('F'2
0 OHPH G OuPH
acidofosfomolibdico &cidofosfotingstico
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B
H
HO b M+ et NRCOs g + Mo™ + WP 4
OH W6+ M06+ HO meio alcalino OH
acido galhico ' OH

Figura 13 - Constituintes do reagente de Folin-Ciocalteu (A); Reagdo de oxidagdo-reducédo do
acido galhico com o reagente (B). Adaptado de Kupina et al., 2018 e Mikotajczak et al., 2021

O método de avaliacao foi adaptado de Tiago et al., 2022. A avaliagdo do teor foi
realizada a 766 nm. O ensaio foi realizado em duplicado, com trés réplicas. Em primeiro
foi obtida uma reta de calibragdo com é&cido galhico como padrdo, a diferentes
concentracdes. Prepararam-se entdo solugdes com 7,5 pL de solucdo padréo, 592,5 pL de
agua Milli-Q e 100 pL de FC, que incubou durante 7 min a temperatura ambiente, no
escuro. Em seguida adicionou-se 300 pL de Na.COs que incubou durante 30 min no
escuro, a 37°C. Posteriormente, as absorvancias foram lidas a 766 nm no
espetrofotdbmetro Hitachi UH530 UV/Vis (VWR, PA, EUA) e a reta de calibracdo
tracada. Em seguida, foram quantificados os extratos. Para tal, preparou-se as solucdes
tal como descrito para o padrdo, mas foram colocados 7,5 pL de amostra a concentracdo
de 8 mg/mL. A mesma avaliacdo foi realizada para as fragdes obtidas de cada amostra a
10 mg/mL. O célculo do teor de compostos fenolicos foi realizado através das curvas de
calibracdo previamente obtidas em cada ensaio realizado e os resultados sdo apresentados

em mg/g de extrato, expressos em equivalentes de acido galhico.

1.5 Avaliacdo antioxidante pelo metodo DPPH

E um ensaio bastante simples, pouco oneroso e largamente utilizado para avaliar
a atividade antioxidante de compostos naturais. Este método baseia-se na transferéncia
eletronica entre um composto antioxidante presente na amostra e o radical livre 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), dando origem a uma molécula diamagnética estavel.
Quando a reacdo ocorre, ha formacdo de uma nova ligacdo, amina-hidrogénio, o que

provoca uma alteragdo da cor da solucdo, de purpura a amarelo (Figura 14). Por ser uma
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reacdo colorimétrica, esta reacdo pode ser monitorizada por espetrofotometria, a 517nm
(Hussen etal., 2023).

HO

+
NO,
DPPH Quercetina DPPH reduzido Quercetina oxidada

ROXO AMARELO

Figura 14 - Reacdo de oxidacdo-reducdo do DPPH com a quercetina, que é estabilizada por
ressonancia.

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos foi realizada segundo o método
descrito em Ntungwe et al., 2021. Para tal, foram preparadas cuvettes com 990 pL de uma
solugéo de DPPH em MeOH e 10 pL de extrato a 1 mg/mL. As solugfes foram deixadas
as incubar a temperatura ambiente no escuro durante 30min e lidas a 517 nm no
espetrofotdmetro Hitachi UH530 UV/Vis (VWR, PA, EUA). Cada amostra foi feita em
triplicado. Uma solucéo de quercetina a 1 mg/mL foi usada como controlo positivo. A
solucgéo de 990 pL de DPPH em MeOH + 10 pL de MeOH foi usada como a absorvéncia
da solucédo de DPPH (100%).

O calculo da capacidade de captacao do radical foi realizado através da seguinte
formula:

AA% = AlOO - (AAmostra - ABranco)

AlOO

Onde a AA% corresponde a percentagem de atividade antioxidante, Aamostra diz

respeito a absorvancia de cada amostra e A1oo & da solucao controlo.

I11.6 Fracionamento

Em concordéncia com os objetivos estabelecidos, apds a obtengéo e avaliacdo dos

extratos, prosseguiu-se ao fracionamento dos mesmos, por TLC.
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[11.6.1 Cromatografia em camada fina e preparativa (TLC e PTLC)

A TLC ¢é uma técnica simples, rapida e pouco onerosa que permite identificar o tipo
de compostos presentes numa amostra. A migracdo dos compostos ocorre de acordo com
a afinidade dos mesmos a fase estacionaria e a fase movel, o que fornece informacao
sobre a sua polaridade. O indice de retengdo é dado pela razdo entre a distancia percorrida
pelo soluto e a distancia percorrida pela frente do solvente e permite inferir sobre o tipo

de compostos presentes na amostra.

O fracionamento dos extratos foi realizado em silica de fase normal e de fase reversa.
Para tal, usou-se placas de silica gel 60 e de silica gel 60 RP-18, respetivamente. Como
fase modvel foram utilizadas misturas dos eluentes acetonitrilo, metanol e agua
(combinacGes e proporcdes diferentes, de acordo com o extrato fracionado). As elui¢bes
foram feitas em ca@mara previamente saturada com a respetiva fase moével. O
fracionamento foi realizado por observacdo da eluicdo e com o auxilio de uma lampada
CAMAG® UV a 254 e 366 nm e apos revelacdo com uma mistura acida de acido
sulfurico conc./ MeOH (1:1) a 366 nm. As fracdes depois de separadas e lavadas da silica

foram confirmadas por TLC.

I11.7 Linha celular e condi¢Oes de cultura

111.7.1 Raw 264.7

Neste projeto foi utilizada a linha celular RAW 264.7 de macrofagos do modelo
biolégico Mus musculus adquirida pela ATCC (Manassas; VA, catalog#TIB-71). As
celulas foram conservadas a -80°C, em N liquido. Os macrofagos RAW 264.7 foram
mantidos em cultura em frascos de 75 cm? em meio DMEM suplementado com 25 mM
de D-Glucose, 4 mM de L-Glutamina, 1 mM de piruvato de sddio, 18 mM de bicarbonato
de sodio, 0,1 mM NaH2PO4, 10% FBS e 1 % Penicilina/Estreptomicina com um pH
compreendido entre 7,2-7,4, a 37°C em atmosfera hiumida de 5% CO:..
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111.8 Ensaios de toxicidade

111.8.1 Avaliacdo da atividade metabdlica — Alamar Blue ™

O ensaio de viabilidade celular com resazurina ou o ensaio de Alamar Blue ™
tem sido amplamente utilizado em estudos de viabilidade celular e citotoxicidade. A
resazurina € um indicador redox usado para avaliar células metabolicamente ativas. Este
composto azul ndo fluorescente € convertido em resorufina (de cor fuschia) na presenca
de células metabolicamente ativas (Figura 15). Ainda nao sdo exatamente conhecidas as
enzimas responsaveis pela reacdo, que podem ser citosolicas ou mitocondriais (Gutiérrez
et al., 2017). Cré-se que o corante é reduzido por desidrogenases que necessitam de
NAD(P)H para catalisar a reacdo, ocorrendo uma transferéncia de eletrdo pela enzima
para a resazurina, que é reduzida a resorufina. Esta conversdo pode ser detetada pela
alteracdo colorimétrica e avaliada por espetrofotometria. A técnica tem como vantagens
a sua rapidez, fiabilidade, sensibilidade, reprodutibilidade e custo, além de ndo ser
destrutiva, o que permite utilizar as células para outros ensaios (Costa et al., 2021).

Resazurina Resorufina
-
E (IN\IJ
/<It©\
HO 0 \\
NAD(P)H/H* AD(P)*/Hzo

Figura 15 - Reacdo de reducdo da resazurina pelas enzimas desidrogenase. Adaptada de
BioRender

N

\
_ 4

O ensaio de Alamar Blue ™ foi utilizado apds o tratamento das células com os
extratos para avaliar a toxicidade dos mesmos. Para tal foi aspirado o meio e adicionados
100 pL de novo meio com resazurina a 10 pL/mL. Foi também adicionado a 3 pogos sem
células em cada placa, meio com resazurina como controlo positivo. De seguida, incubou-
se a placa no escuro por 2-3h e leu-se a fluorescéncia a 540 nm e 590 nm no leitor de
placas de pogos Cytation ™ 3 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA).
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111.8.2 Avaliacao da densidade celular - Sulforodamina B

A sulforodamina B (SRB) é um aminoxanteno de coloracdo fuchsia, com dois
grupos sulfénicos que se ligam aos residuos de aminoacidos (a.a.) basicos sob condicdes
ligeiramente acidicas e dissociam-se sob condi¢des basicas. A ligacdo é estequiométrica
e como tal a quantidade de corante extraido ap0s a ligacéo é proporcional a massa celular
(Fernandes et al., 2021).

A avaliacdo foi realizada ap6s a fixacdo das células no fim de cada ensaio, como
forma de normalizacdo dos mesmos. Para tal, foi utilizado o ensaio de SRB. A solucéo
de TCA a 10% foi descartada e os pogos cuidadosamente lavados com agua destilada. As
placas foram colocadas na estufa durante 20 min para secar. Em seguida adicionou-se 50
pL e incubou-se no escuro durante 30 min. Descartou-se a solugdo e os pogos foram
lavados com AcOH 1% até todo o corante livre ser descartado. A placa foi novamente
colocada por 20 min. na estufa para secar. Posteriormente foram adicionados 200 uL de
Tris-Base 10 mM e transferidos 100 pL para uma placa ndo estéril onde foi realizada
leitura da absorvancia a 510 nm e do background a 620 nm no leitor de placas Cytation
™3 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA).

[11.9 Producéo de espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

111.9.1 ROS Mitocondrial - MitoSOX

A producdo de ROS mitocondrial foi avaliada num ensaio com a sonda MitoSOX
Red. O dihidroetidio (ou hidroetidina), pode ser oxidado por espécies reativas como 0
superoxido (O2™ °) a etidio, que consequentemente se liga ao DNA mitocondrial e produz
fluorescéncia. O MitoSOX Red é um derivado de dihidroetidio com um substituinte de
trifenilfosfonio catidnico. Esta sonda positivamente carregada rapidamente se acumula
na mitocondria e pode ser utilizada para detetar a produgdo de ROS (em particular de
O27) por fluorometria (Kauffman et al., 2016; Villaverde et al., 2019). O produto oxidado
denomina-se de 2-hidroxietidio e emite fluorescéncia a 580 nm apos ser excitado a 510nm
(Figura 16).
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Figura 16 - Reacdo de oxidacdo da sonda MitoSOX red pelo anido superdxido. A cinzento

encontra-se assinalada o substituinte catiénico responsavel pela interacdo com os acidos
nucleicos. Adaptado de Villaverde et al., 2019

Para este ensaio as células RAW 264.7 foram plaqueadas em placas de 96 pocos
pretas de fundo transparente a uma densidade de 6,25x10* células/cm? e tratadas com
RANKL (30 ng/mL); E2 (108 M); RANKL (30 ng/mL) + E2 (10®M) e os trés extratos:
ER 1 mg/ml; UD 1 mg/mL e UU 0,125 mg/mL. Os ensaios foram realizados na presenca
de RANKL e E2 para induzir a diferenciacdo em osteoclastos e na presenca de extratos
para avaliar a influéncia na producdo de ROS, fator necessario a diferenciacdo celular. A
producéo de ROS foi avaliada ao fim de 24h e de 48h.

A sonda foi preparada com uma concentracdo final de 5 MM em DMSO. Ao fim do
tempo de incubacdo, o meio foi aspirado, as células lavadas com PBS 1x e foi adicionado
novo meio com sonda que incubou por 30 min no escuro. De seguida, realizou-se a leitura
da fluorescéncia a 510 nm e 580 nm no leitor de placas de pogos Cytation ™ 3 (BioTek
Instruments, Winooski, VT, EUA). Apds as leituras, as células foram fixadas overnight

com acido tricloroacético (TCA) 10% a 4°C.

111.9.2 ROS Intracelular - DCFDA

A producéo de ROS intracelular foi avaliada com o uso da sonda CM-H.DCFDA
(2°,7’-diacetato diclorodihidrofluoresceina) que ndo apresenta fluorescéncia nesta forma.
A sonda entra na célula por difusdo passiva. Os grupos acetato sao clivados por esterases
intracelulares e originam H>DCF (2°,7’-diclorodihidrofluoresceina) que ndo apresenta
fluorescéncia. Os grupos clorometil reagem com a molécula glutationa e outros tidis. A

subsequente oxidacdo por ROS origina um aducto fluorescente, DCF (2°,7’-
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diclorofluoresceina) no interior da célula, que permite, através da medigdo fluorimétrica,

avaliar a producgéo de ROS intracelular (Figura 17) (Nova et al., 2020).
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Figura 17 - Reacéo de oxidacdo da sonda DCFDA por ROS intracelulares. Adaptado de
Nova et al., 2020

As células RAW 264.7 foram plaqueadas em placas de 96 pogos pretas de fundo
transparente, com uma densidade de 6,25x10* células/cm? e tratadas com RANKL (30
ng/mL); E2 (108M); RANKL (30 ng/mL) + E2 (108M) e os trés extratos: ER 1 mg/ml;
UD 1 mg/mL e UU 0,125 mg/mL. Os ensaios foram realizados na presenga de RANKL
e E2 para induzir a diferenciacdo em osteoclastos e na presenca de extratos para avaliar a
influéncia na producdo de ROS, fator necessario a diferenciacao celular. A producao de
ROS foi avaliada ao fim de 24h e de 48h.

A sonda foi preparada com uma concentracéo final de 5 mM em DMSO. O meio
das células foi descartado e foi adicionado novo meio DMEM simplificado com sonda.
Realizou-se a leitura cinética durante 1h da fluorescéncia a 485 nm e 528 nm no leitor de
placas de pogos Cytation ™ 3 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) e no leitor de
placas Synergy™ HT (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, United States). Apds as
leituras, as células foram fixadas overnight com TCA a 10% e mantidas a 4°C ou com
1% AcOH/MeOH e mantidas a -20°C.
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I11.10 Processo de diferenciacéo celular

111.10.1 Marcador celular: Fosfatase acida resistente ao tartarato - TRAP

A fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) € uma metaloenzima que existe
como duas isoformas: 5a e 5b. A isoforma 5a é ndo clivada e altamente glicolisada.
Contém um dominio que constitui um loop com cerca de 20 a.a., com a atividade catalitica
restrita. Esta isoforma pode ser clivada por excisdo proteolitica pos-translacional na
isoforma 5b, que ndo contém o loop da isoforma 5a e que apresenta uma atividade
catalitica muito superior. Ndo é especifica com os substratos fosfato e por isso, a
localizacdo das vesiculas e a sua ativacdo por protedlise é sugerida como forma de limitar
a sua funcdo a um grupo mais especifico de substratos. A catepsina K é uma enzima que
pertence a classe das proteinases de cisteina que coexiste com a TRAP em osteoclastos
(Reithmeier et al., 2020).

A isoforma 5b é um biomarcador com correlacdo ao numero de OCs e 5a de
inflamacGes crénicas. A TRAP é traduzida como uma proteina monomérica, a isoforma
5a, a qual contém um loop peptidico que interage com o local ativo para inibir a atividade
da fosfatase. A clivagem proteolitica deste loop resulta na isoforma 5b dimérica, com
atividade de fosfatase muito superior. A TRAP 5b tem sido mencionada como capaz de
regular a migracdo dos osteoclastos por desfosforilacdo da OPN (Mira-Pascual et al.,
2020).

Para obter OCs maduros, foram plaqueadas RAW 264.7 durante 5 e 6 dias com
RANKL (30 ng/mL) e/fou com E2 (10 M) e/ou os extratos em estudo nas condigdes ja
definidas. Os osteoclastos foram fixados com 10% de Formalina, permeados com 0,1%
Triton X-100 e corados para a TRAP com o kit Leukocyte Acid Phosphatase Assay
segundo as instrucdes do fabricante (387A, Sigma-Aldrich).

111.10.2 Avaliacéo dos parametros bioenergéticos mitocondriais

A atividade mitocondrial foi avaliada através da medicdo do racio de consumo de
oxigénio (OCR) e o récio de acidificacdo do meio extracelular (ECAR) pelo XFe96
Extracellular Flux Analyzer (Agilent, CA, EUA). A medicdo destes parametros permite

avaliar a respiracdo mitocondrial no caso do OCR e a ECAR ¢ influenciada por
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parametros como a glicolise e a libertagdo de CO> por funcionamento do ciclo de Krebs
(Caines et al., 2022; Salabei et al., 2014; Stel et al., 2020). O ensaio foi realizado em
células RAW 264.7 plaqueadas em microplacas de cultura celular Seahorse XFe96 a uma
densidade de 6,25x10* células/cm?. A diferenciacdo foi induzida apds a exposicdo
RANKL (30 ng/mL) e/ou com E2 (108 M) e/ou os extratos em estudo na condigBes
previamente definidas durante 24h e 72h. Células ndo diferenciadas nem expostas a
extratos foram utilizadas como controlo.

No dia anterior ao ensaio a cartridge com sensor Seahorse XFe96 foi hidratada
com 200 pL de &gua Milli-Q e deixada durante a noite a 37°C numa incubadora sem
atmosfera controlada.

No dia do ensaio, a agua foi removida, foram adicionados 200 uL de Seahorse XF
Calibrant e a cartridge incubou por 1h antes de serem adicionadas as solu¢des do ensaio.
Enquanto isso, foi preparado o meio do ensaio. 100 mL de DMEM foram suplementados
com 25 mM de glucose, 4 mM de glutamina e 1 mM de piruvato de sédio e ajustados a
pH 7,4. Em seguida, a placa onde as células foram plaqueadas foi cuidadosamente lavada
com o meio preparado e as solucBes do ensaio foram adicionadas ao po¢os. A placa foi
incubada a 37°C sem atmosfera de COx.

Durante o ensaio foram injetados nos pocgos, Oligomicina (3uM), BAM15 ((2-
fluorofenil)6-[(2-fluorofenil)amino](1,2,5-oxadiazolo[3,4-e]pirazin-5-ilo) }amina)
(2uM) e uma mistura de Rotenona (2uM) e Antimicina A (2uM).

A Oligomicina € um inibidor da ATPsintase (complexo V), a unidade responsavel
pela producdo de ATP em resposta ao fluxo de H* segundo o gradiente. E o primeiro
composto a ser injetado ap06s as medicdes basais. Este afeta o fluxo de eletrbes através da
CTE, aumentando o potencial de membrana de forma a culminar numa diminuicao da
respiracdo mitocondrial. Esta diminuicdo esta relacionada com a producdo celular de ATP
(Amorim et al., 2021).

O BAM15 atua como um protonoforo desacopolador da mitocéndria, ao perturbar
o gradiente de protdes e com isso, o potencial membranar. E adicionado apés a
oligomicina e perturba o gradiente da membrana ao permitir a passagem de H* de forma
independente do complexo V. Isto provoca um aumento da atividade da CTE, como
resposta ao stress provocado, o se traduz na atividade maxima da mesma e por

consequéncia, do complexo 1V para tentar restaurar o gradiente (Divakaruni et al., 2014).
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A Rotenona e a Antimicina A s&o inibidores do complexo | e 11, respetivamente.
Esta mistura é a Gltima a ser injetada no ensaio e provoca uma diminui¢do brusca do
consumo de oxigénio uma vez que a inibicdo destes complexos interrompe a CTE
(Amorim et al., 2021). Desta forma, o consumo de oxigénio detetado é devido a processos
externos & mitocondria (Figura 18).

A normalizacdo dos ensaios foi realizada pela avaliacdo da densidade celular em
cada poco e os resultados analisados no software Version Wave Desktop 2.6 (Agilent,
Santa Clara, CA, EUA).
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Figura 18 - Esquema dos pardmetros avaliados no ensaio Seahorse XF Cell Mito Stress:
respiracdo basal, consumo de oxigénio associado a ATP, fuga de protdes, consumo maximo de
oxigénio e a capacidade respiratoria restante, adaptada do website da Agilent (Agilent
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Technologies, CA, EUA) (cima) e representacdo da cadeia transportadora de eletrdes (baixo),
adaptada de BioRender

111.10.3 Quantificacdo dos niveis de ATP

A avaliacdo dos niveis de ATP intracelulares foi realizada por um ensaio baseado
na luminescéncia da luciferina-luciferase (Figura 19) através do kit CellTiter- Glo®
Luminescent Cell Viability Assay (G7570, Promega), de acordo com o protocolo do
fabricante e adaptado de Marques-Carvalho et al., 2023. Para tal, RAW 264.7 foram
plaqueadas numa placa de 96 pocos de paredes brancas com RANKL e/ou E2 e/ou
extratos durante 24h. O meio de cultura foi substituido por 100 pl de reagente do ensaio.
(tampéo e substrato CellTiter-Glo). As amostras extraidas foram agitadas durante cerca
de 2 min num agitador orbital para auxiliar a lise celular promovida pelo reagente, e de
seguidas foram incubadas por 10 min a temperatura ambiente. A luminescéncia da
oxiluciferina foi monitorizada no leitor de microplacas Cytation™ 3 (BioTek
Instruments, Winooski, VT, EUA).

HO s N OH v Luciferase 0. ) N o
/4
>_</ +ATP+0, — . — ]/+AMp+pp+CO
\@N/ S 2 o N/ § | ’

luciferina oxiluciferina

LUMINESCENCIA

Figura 19 - Mecanismo de ag&o do kit para avaliar a viabilidade celular através da medic¢&o dos
niveis de ATP. Adaptada do website da Promega

111.11 Atividade antioxidante in vitro

M.11.1 Western Blot

A técnica de Western blot — também conhecida por imunoblot de proteinas — & um
método para identificar e quantificar uma proteina especifica numa mistura complexa
extraida de lisados celulares. As proteinas desnaturadas sdo separadas por eletroforese e

transferidas para uma membrana de fixacdo proteica de PVDF onde a proteina alvo é
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detetada por um anticorpo especifico, através do complexo anticorpo:proteina que se
forma. Os anticorpos tém um papel fundamental na técnica ao contribuirem para a

precisdo, reprodutibilidade e especificidade do método (Meftahi et al., 2021).

Células RAW 264.7 foram plaqueadas em placas de 6 pogos com uma densidade
de 6,25x10% células/cm? e tratadas com RANKL (30 ng/mL) e/ou E2 (10 M) e/ou os
extratos em estudo nas condi¢6es previamente definidas, por 24h e 72h. Apos tratamento,
as células foram lavadas com PBS e mantidas a -80°C. A extracdo da proteina foi
realizada com a adicdo de 75 pL de tampao RIPA com inibidores de proteases (PMSF,
PIC, NaF, NAM, butirato de sddio) e detergente (DOC) para quebrar as interagdes entre
proteinas. Apds recolha da amostra dos pocos com esta solucdo, os eppendorfs foram
deixados 1h em gelo a incubar onde foi feita agitacdo das amostras a cada 15 min. Apds
o tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 4°C durante 10 min a velocidade
maxima. Recolheu-se 0 sobrenadante (onde se encontrava a proteina) para um novo
eppendorf e o pellet foi descartado.

A quantificacdo da proteina foi realizada numa placa de 96 po¢os com o reagente
Pierce 33660 de acordo com as instrucdes do fabricante. Foi colocado 10 uLL de amostra
(diluida de 1:5) e 150 uL de reagente em cada pogo. Colocou-se a curva padréo de BSA
em PBS nas concentracdes de 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,063 mg/mL e todas as condicdes
do ensaio. A placa foi colocada a agitar durante 1 min e repousou 5 min antes da leitura
da absorvancia a 660 nm.

A amostras com quantidade definida de proteina (15 pg) foram preparadas em
solucdo de Laemmli Blue SDS 6x (1,88 mL de 1M Tris HCI, 0,63g de SDS, 7,9 mL de
glicerol e 0,003 g de azul de bromofenol para um volume final de 10 mL), um corante
que auxilia na desnaturagéo da proteina, com uma concentracao final de 2 mg/mL e DTT
(reagente com capacidade de estabilizar enzimas e proteinas devido a grupos de enxofre
livres) a 50 mM. Esta técnica foi realizada para detetar as enzimas catalase e SOD2. A
normalizacdo foi feita por Ponceau S. Por n&o interferir com as enzimas analisadas, as
amostras foram fervidas a seco a 95°C.

A eletroforese foi feita em tampéo de corrida 1x (25 mM Tris base, 190 mM
glicina e 0,1% SDS) num gel de poliacrilamida (PAGE) 10% com 1,5mm de espessura
e 15 pocos. O gel de stacking preparado foi de 4% PAGE. Esta técnica tem como objetivo

separar as diferentes proteinas presentes na amostra através do seu peso molecular.
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Quanto maior o percurso de migracdo da proteina ao longo do gel, menor o seu peso
molecular. Apds a eletroforese, a membrana de PVDF foi ativada (para otimizar as
condicdes de imobilizacdo) com MeOH, agua destilada e tampé&o de transferéncia antes
de realizar o blot. Esta técnica tem o objetivo de transferir as proteinas do gel para uma
membrana de suporte solido, inerte, de PVDF, na posi¢do de migracdo onde ficou durante
a separacdo por PAGE. A transferéncia para a membrana ocorre por interacoes dipolo-
dipolo e hidrofébicas. Tem a vantagem de ser adequada para pequenas proteinas,
apresenta elevada capacidade de ligacdo, forca mecanica e estabilidade quimica. Nao
apresenta desvantagens relevantes. (cytiva, 2022)

Uma vez que a transferéncia das proteinas para a membrana se encontra completa,
é necessario confirma-lo através de um corante proteico. Assim, foi utilizado Ponceau S
0,5%. Este corante é rapido, estavel e reversivel com agua. No entanto apresenta baixa
sensibilidade. Blogquearam-se 0s espagos na membrana ndo ocupados por proteina com
albumina de soro de bovino (BSA) para diminuir as interaces nao especificas com 0s

anticorpos.
Tabela 1 - Anticorpos primarios usados na analise por Western Blot
) PESO MOLECULAR
ANTICORPO PRIMARIO ; ORIGEM
DA PROTEINA
Catalase (ab1877) 60 kDa Coelho
Superdxido dismutase mitocondrial 2 )
22/25 kDa Ratinho

(SOD2) (ab16956)

Tabela 2 - Anticorpos secundarios utilizados na analise por Western Blot

ANTICORPO SECUNDARIO
Anti-mouse 1gG (H+L) Antibody
Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody

Como as proteinas se encontram separadas e transferidas para a membrana, realizou-
se a detecdo das enzimas catalase e SOD2 através de anticorpos primarios especificos
indicados na Tabela 1. Estes foram preparados em 2,5% de BSA em TBS-T, com dilui¢éo
1:1000. A incubagdo da membrana com os anticorpos ocorreu overnight, a 4°C. Seguiu-

se a lavagem da membrana em TBS-T para remover 0 excesso de anticorpo que nao se
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ligou, para ndo haver interferéncia no sinal detetado. Incubou-se a membrana nos
respetivos anticorpos secundarios (Tabela 2), (diluidos de 1:5000 em TBS-T) durante 1h
a temperatura ambiente. Lavou-se a membrana em TBS-T para remover excesso de
anticorpo que ndo se ligou especificamente. As imagens foram obtidas no programa

Chemblot. A proteina total foi visualizada pela marcacdo com o corante de Ponceau S.

111.11.2 PCR

O RNA celular foi extraido com o reagente TRIzol™. Este reagente é uma solugio
monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina que permite o isolamento de RNA, DNA
e proteinas a partir de amostras bioldgicas.

Foram plaqueadas 6,25x10% células/cm?em placas de 6 pogos, cada pogo com uma
condicdo, num total de 13 condicdes. As células foram tratadas e recolhidas ao fim de
24h. A cada poco foi adicionado, ap6s aspirar o meio, 1 mL de TRIzol™ | recolhido para
eppendorfs e guardado a -80°C.

As amostras foram processadas de acordo com as instru¢cbes do fabricante
(Qiagen, Hilden, Alemanha). Para tal foram adicionados 200 pL de CCl; e agitados 15s.
Deixou-se a incubar a temperatura ambiente durante 2-3 min. Centrifugou-se a 12 000 g
durante 15 min, a 4°C. A amostra foi dividida em 3 fases: uma mais densa, corada onde
se encontram as proteinas, uma interfase branca e densa correspondente ao DNA e uma

fase aquosa incolor onde se encontra 0 RNA (Figura 20).

. | —p RNA (Fase Aquosa)

| => DNA (Interfase)
;“ => Proteina (Fase Orgéanica)

Figura 20 - A separacdo de fases apés a adicdo de cloroférmio a solucdo em TRIzol™. Criada
em BioRender

Foram retirados 350 ul da fase aquosa e transferidos para um eppendorf. A estes
foi adicionado igual volume de EtOH 70%. A mistura foi transferida para a coluna
RNeasy Mini Spin Column colocada num tubo coletor e centrifugada a 8 000 g, 15 min,
4°C para que o RNA fique retido na membrana da coluna. Descartou-se a solugéo no tubo
de colheita. Adicionou-se 350 pL de buffer RW1 (constituido por sal de guanidina e
etanol que permite a lavagem de RNA e a remocao de biomoléculas como carboidratos,
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proteinas e acidos gordos, enquanto moléculas de RNA grandes permanecem retidas na
coluna de silica). Centrifugou-se 15 s a 8 000 g, 4°C. Descartou-se a solu¢do no tubo de
colheita.

Adicionou-se 10 puL de DNase | e 70 pL de buffer RDD (para digerir DNA retido
na coluna sem afetar o0 RNA retido), por amostra na membrana da coluna e deixou-se a
incubar 15 min a temperatura ambiente.

Foi adicionado 350 pL de buffer RW1 a coluna e centrifugou-se durante 15s a
8 000 g, 4°C. Descartou-se a solucéo no tubo de colheita. Adicionou-se 500 pL da solucao
etandlica de buffer RPE (Usado para a remocao de sais que possam ficar retidos na
membrana provenientes do uso anterior de buffer para limpeza da amostra). Centrifugou-
se por 15s a 8 000 g, 4°C. Descartou-se a solucdo no tubo de colheita e readicionou-se
500 pL da mesma solucédo de buffer a coluna. Centrifugou-se durante 2 min a 8 000 g,
4°C. Descartou-se o tubo de colheita e centrifugou-se novamente a velocidade méxima
durante um 1min para secar a membrana. Colocou-se a coluna num eppendorf e
adicionou-se 50 pL de 4gua sem RNase na membrana da coluna, para eluir o RNA da
membrana. Centrifugou-se por 1 min a 8 000 g, 4°C. Descartou-se a coluna e guardou-se

0 eppendorf em gelo.

A quantificacdo de acidos nucleicos foi realizada na NanoDrop™ (Thermo
Scientific, MA, EUA) . Para tal foi medida a absorvancia de 1 puL de cada amostra. O
branco foi obtido por medicdo de 1 pL de dgua sem RNases. Os acidos nucleicos
apresentam um pico de absorvéncia a 260 nm. Assim a concentragdo destes pode ser
determinada segundo a lei de Lambert-Beer.

A absorvancia a 260 nm (A260) dos acidos nucleicos corresponde as regides
aromaticas inerentes a sua estrutura. A 280 nm (A280), o pico de absorvancia corresponde
maioritariamente a proteinas e compostos fendlicos. A absorvancia a 230 nm (A230) é
devido a diversos grupos organicos como fendis, TRIzol e sais caotropicos como o sal de
guanidina utilizado no processo de purificacdo do RNA.

O racio A260/A280 é utilizado para determinar a contaminacdo da amostra por
proteinas e o racio A260/A230 é indicativo da presenca de outros contaminantes
organicos (Shen, 2019).
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Para conservar as amostras numa forma mais estavel, uma vez que o RNA ¢é
bastante instavel e suscetivel de degradacdo, utilizou-se o kit iScript cDNA synthesis para
transcrever o RNA em cDNA. Foram seguidas as instrucdes do fabricante (BioRad, CA,
EUA). Para tal, determinou-se o volume necessario para 2 jug de RNA e em eppendorfs
de 200 pL adicionou-se a solugdo de RNA e os constituintes do kit: uma mistura que
contem diferentes primers e oligo(dT), uma enzima - transcriptase reversa - otimizada
para a sintese de cDNA e agua sem nuclease num volume total de 40 pL. Todas as

amostras foram guardadas a -20°C.

111.11.3 qt-PCR

A expressdo génica foi avaliada através da amplificacdo do gene por gt-PCR. As
amostras de cDNA foram colocadas numa placa de 96 pogos de PCR juntamente com 0s
primers a serem testados, agua sem DNase/RNase e EvaGreen supermix. Foram
adicionados 2,5 puL de amostra de cDNA,; 0,05 pL de cada primer, foward e reverse; 2,4
pL de dgua sem DNase/RNase e 5 pL de EvaGreen supermix.

Tabela 3 - Primers de referéncia utilizados na quantificacdo em tempo real da reagdo em cadeia
da polimerase (qt-PCR)

- FOWARD REVERSE
GENE DESCRICAO
PRIMER PRIMER
B2 Precursor da microglobulina2 ~ ATGGGAAGCCG CAGTCTCAGTG
m
beta AACATACTG GGGGTGAAT
S AAGAGAGGCAT CGGCCAATGAT
SOD1 Superéxido dismutase 1

GTTGGAGACC GGAATGCTC

Os controlos negativos foram realizados pelo mesmo método ao substituir o
volume de amostra por volume de agua sem DNase/RNase e designados por NTC. Os
primers utilizados e as respetivas sequéncias encontram-se na Tabela 3.

A amplificagdo foi feita num sistema de real-time PCR CFX 96 (BioRad, CA,
EUA), com um ciclo inicial de 30s a 95°C para ocorrer desnaturagéo, seguido de 40 ciclos
de 5s a mesma temperatura para a ligacéo do primers e multiplicacéo e por fim, 5s a 60°C

para restruturacéo e extensdo. O gene B2m foi usado como referéncia para normalizar a
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expressdo do gene avaliado. A normalizacdo foi realizada pelo método delta threshold
cycle (ACt) de acordo com Kim et al., 2020.

11.11.4 Catalase

A atividade enzimatica da catalase foi determinada por um método espetroscopico
desenvolvido por Grilo et al., 2020. Para este ensaio, células RAW 264.7 foram
plaqueadas em placas de 6 pocos e tratadas com as condi¢des ja mencionadas. Apos 0
periodo de incubacéo, foram lavadas com PBS, raspadas e centrifugadas a 250 g durante
4 min. O pellet foi ressuspendido em 100 pl de um tampé&o fosfato (PB) e agitou-se. A
quantificacdo de proteina na amostra foi realizada pelo método de BSA e apos a
quantificacdo, as mesmas foram diluidas para uma concentracéo final de 300 pug/mL. Para
areacdo 20 pL de amostra, 180 pL de PB e 100 pL de H.O2a 90 mM foram adicionados
a cada poco de uma placa de 96 pocos de fundo preto Greiner Fluotrac. O ensaio comegou
pela leitura basal da absorvancia a 240 nm para background. Em seguida, foi adicionado
H>02 e monitorizagdo da sua decomposi¢do por um ensaio cinético a 412 nm no leitor de
placas de pogos Cytation ™ 3 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA). As leituras
decorreram durante 2,5 min, em intervalos de 15s. A atividade maxima da catalase foi
determinada por regressdao exponencial correspondente aos primeiros 90s do ensaio. A
partir da equacdo obtida, foi realizada a regressao linear para os primeiros 15s. O declive

desta Gltima equacéo representa a atividade maxima da catalase.

I11.12 Analise estatistica

Os dados referentes a andlise fitoquimica dos extratos sdo apresentados em valor
médio £ SEM com o numero de ensaios realizados, indicados nas legendas
correspondentes a cada figura no capitulo dos resultados. Os dados relativos aos ensaios
in vitro foram analisados no programa GraphPad Prism 8.0.1 e apresentados em valores
médios £ SEM com o numero de ensaios realizados, indicados nas legendas
correspondentes a cada figura no capitulo dos resultados. Os dados foram comparados
por one-way ANOVA ou two-way ANOVA. Foi considerada significancia estatistica para
p <0,05.
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V. Resultados

IV.1 Fitoquimica

IV.1.1 ExtragOes

Para as plantas selecionadas, Equisetum ramosissimum Desf. (ER), Urtica dioica
L. (UD) e Urtica urens L. (UU), foram estudados dois métodos de extracdo: a decoc¢édo
(D) que corresponde a mimetizacdo dos métodos usados na medicina tradicional
(obtencdo de cha) e maceracdo hidroetandlica com etanol 80% (EHA), para efeitos
comparativos da extracdo de compostos e bioatividade dos extratos obtidos.
Adicionalmente, estudou-se duas metodologias diferentes para cada um dos métodos: a
extracao simples, baseada na metodologia descrita em Martins-Gomes et al., 2018 e Ziani
et al., 2019, onde na decoccdo é realizada uma extracdo e na maceracdo sdo realizadas
duas extra¢des consecutivas com a renovacao do solvente extrator; e a extragdo exaustiva,
que designa a extracdo consecutiva da planta, com renovacédo do solvente extrator entre
cada extracdo, de modo a conseguir extrair toda a biomassa possivel (Martins-Gomes et
al., 2018).

Tabela 4 — Rendimentos (1)) de extragdo obtidos pelos dois métodos avaliados, das trés espécies
em estudo. Os rendimentos apresentados reportam aos extratos avaliados in vitro — simples e a
extracdo exaustiva das plantas.

. MACERACAO HIDROETANOLICA
DECOCCAO (D)

80% (EHA)
Extragao Simples Exaustiva Extragao Simples Exaustiva
Espécie 1/ % (m/m) Espécie 1/ % (m/m)
Equisetum Equisetum
ramosissimum 18,6 321 ramosissimum 15,3 2361
Desf. (ER) Desf. (ER)
Urtica dioica L. Urtica dioica L.
23,4 52,7 1 15,8 19,7 1
(UD) (UD)
Urtica urens L. Urtica urens L.
18,6 242 13,8 18,61
(UU) (UU)

! corresponde ao 1 global das 5 extragdes realizadas; ? corresponde ao n global das 4 extragdes

realizadas
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Os rendimentos (1) obtidos encontram-se na Tabela 4. De forma geral, denota-se
que o rendimento obtido pelo método de decoccdo é superior & maceragdo. Mais se
conclui, tal como expectavel, que o rendimento obtido por extracdo exaustiva € superior
a extracdo simples, uma vez que se extrai mais biomassa por esta metodologia. No
entanto, & exce¢do do caso UD_D, o aumento do rendimento ndo justifica o gasto de
tempo e materiais adjacente. Assim, observa-se que a extracdo simples, para ambos os
métodos apresenta como vantagem a extracdo eficiente de compostos. Também se
observa que a planta UD apresenta o maior rendimento para ambos os metodos de
extragdo. O método de maceracdo hidroetandlica simples € resultante de uma extragdo
dupla da biomassa, com renovacéo de solvente de extracdo. Denota-se que, para se obter
um 1 semelhante ao método de decoccgéo, a extracdo dupla é adequada. Mais se repara
que a extragao exaustiva por este método apresenta um aumento de 1) de biomassa pouco
significativo. Relativamente a espécie UU, ainda pelo método de decoccdo, o rendimento
obtido é muito inferior, o que revela que a maioria dos compostos que podem ser obtidos
por este método extrativo se encontram na 12 extracdo. A sua extracdo até a exaustao so
requereu 4 extracfes. No outro método e para as restantes plantas em ambos 0s métodos

a exaustdo ocorreu apos 5 extragoes.

IV.1.1.1 Avaliacé@o da composicdo quimica

IV.1.1.1.1  Avaliagéo qualitativa das extracoes

Todas as extracgdes realizadas foram acompanhadas por TLC para monitorizar o
processo. Para todos os extratos obtidos por EHA o melhor sistema de eluicdo encontrado
entre os diversos testados foi de MeOH:ACN (1:1). Para os extratos obtidos por D, o
melhor sistema para ER foi MeOH:HO (7:3) e para UD e UU foi H,O:MeOH (8,5:1,5).
Na Figura 21 encontram-se representados os TLCs realizados pelos dois métodos de
extragdo avaliados: decocgdo - realizados em silica de fase reversa ou maceracao -
realizados em silica de fase normal. A esquerda encontram-se as fotografias referentes

aos extratos obtidos por D e a direita por EHA.
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Figura 21 - Revelacdo por TLC das extragdes realizadas por decocgdo (D), simples e exaustiva
e por maceracdo hidroetandlica (EHA), simples e exaustiva das trés espécies sob luz UV a 366
nm apos revelagdo com acido sulfarico e a 254 nm. A banda a esquerda corresponde as extraces
simples (s) e a direita, & extragdo exaustiva (e).

Ao comparar 0s métodos extrativos observa-se que o método EHA permite a
extragdo de maior diversidade de compostos, 0 que se observa pelo nimero total de
bandas na figura. Enquanto os extratos obtidos por decoc¢do apresentam entre 2 a 5
bandas, para as espécies Urtica e Equisetum, respetivamente; os extratos obtidos por EHA
apresentam cerca de 6 a 8 bandas. Pela cor das manchas, também é possivel notar que as
classes de compostos extraidos pelos dois métodos, D e EHA, sdo diferentes. Na extracéo
por D, encontram-se manchas amarelas obervadas em ER_D, no topo e UD_D no ponto
de aplicacdo, que ndo existem nas mesmas plantas extraidas por EHA (ER_EHA e
UD_EHA). A mesma coloragdo é notada em UU_EHA, na segunda mancha a contar de
baixo, mas ndo em UU_D. Esta cor amarela pode ser indicativa de terpenos. Da mesma
forma h& extracdo de clorofilas (identificadas pela fluorescéncia vermelha/alaranjada)
pelo método EHA, algo que ndo é observado no método D, e que as mesmas revelam
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menor polaridade, entre as manchas identificadas apés a eluicdo. Observam-se também
manchas com fluorescéncia azul claro/esverdeado em todos os extratos obtidos (por D e
EHA) que podem corresponder a compostos fenolicos. Essas sdo observadas nos dois
métodos de extracdo. Ainda por comparagdo da metodologia de extracdo, simples ou
exaustiva, repara-se por TLC que ndo existe uma diferenca notoria da diversidade de
compostos extraidos. No entanto, seria necessaria uma analise mais detalhada dos
diferentes metabolitos secundarios, incluindo a monitorizagdo com outros agentes
reveladores além do utilizado, bem com a avaliacdo com padrdes adequados para poder

confirmar a presenca das diversas classes de compostos.

IV.1.1.1.2  Avaliagédo qualitativa da presenca de alcaloides

Por os alcaloides serem uma classe de compostos que se encontram associados a
toxicidade (Bates et al., 2017; Kurimoto et al., 2022), a sua presenca foi avaliada. Para
tal, foi realizado um ensaio qualitativo nos extratos obtidos utilizando o revelador de

Dragendorff.

Tabela 5 - Avaliacdo da presenca de alcaloides nos extratos pela aplicacdo do reagente de
Dragendorff nos extratos obtidos por decoccao (D) e maceracdo hidroetanélica (EHA).

D EHA
Extrato Detecédo de Extrato Detecéo de
alcaloides alcaloides
ER D s - ER_EHA s -
ER D e - ER_EHA e +
UD D s - UD_EHA s -
UD D e - UD_EHA e -
UU D s - UU_EHA s -
UU D e - UU_EHA e -
Nicotina ++ Nicotina ++

- negativo; + positivo; ++ controlo positivo; s — simples; e - exaustiva

Os resultados qualitativos encontram-se na Tabela 5. A nicotina foi utilizada como

controlo positivo no ensaio. De todos os extratos analisados, foi apenas detetada a
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presenca de alcaloides no extrato ER_EHA e. Isto significa que neste caso, a extracao
exaustiva permitiu a obtencdo de outros compostos que ndo foram obtidos na extracdo
simples da mesma amostra (ER_EHA _s). De seguida, estudou-se a eluicdo da amostra
ER_EHA sem TLC de fase normal para avaliar qual das manchas poderia corresponder
aos alcaloides, onde se observou que das 8 manchas identificadas, apenas sdo detetados
numa que corresponde ao ponto de aplicacéo, tal como assinalado na

Figura 22, o que indica que os alcaloides presentes neste extrato séo bastante polares
pois apresentam mais afinidade para a fase estacionéria (silica) do que p.e. as clorofilas,
que se encontram na frente de solvente.

ER_EHA_e

3

f,‘ Jar

-

Banda na qual se

encontram a]calmdes\

t'i’[c

Figura 22 - TLC correspondente ao extrato que apresentou a presenca de alcaloides. A seta indica
a banda na qual se encontram.

IV.1.1.1.3 Identificacdo de compostos fendlicos

Em colaboracdo com o IPB, foi realizada a identificacdo de compostos fendlicos
presentes em cada um dos extratos, de acordo com o0s objetivos definidos sobre a
avaliacdo desta classe de compostos nos extratos e do potencial antioxidante adjacente,
pela técnica de LC-DAD-ESI/MSnh. As tabelas com a identificacdo relativa a cada espécie
encontram-se em anexo (Tabela A 1, Tabela A 2 e Tabela A 3).

Para ER foram identificados maioritariamente flavonoides nomeadamente o
kamferol, a quercetina na forma glicosilada - a mais comum de ser encontrada nas plantas,
e cupressuflavona. Da classe dos acidos fendlicos foi identificado &cido feralico, na forma
glicosilada e livre.

Na espécie UD os &cidos fenolicos foram identificados como os compostos
maioritarios, seguidos dos flavondides. Como flavonoides identificaram-se apigenina,

quercetina, rutina, luteonina e isoharmetina, na forma glicosilada. Como &cidos fendlicos
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foram identificados &cido cafeico, acido clorogénico e derivados na forma glicosilada e
acido elendlico na forma glicosilada.

Ja na espécie UU apenas foram identificados acidos fenolicos: acido ferulico,
acido clorogénico e derivados deste.

Os derivados de &cido clorogénico sdo um grupo de polifendis esterificados que
resultam da unido de um &cido hidroxicindmico (como o &cido cafeico, feralico ou p-
coumarinico) com o acido quininico por uma ligacéo éster, reportados pela sua atividade
antioxidante (Lu et al., 2020).

Foi também determinada a concentracdo de compostos fenolicos (em anexo nas
Tabelas Al, A2 e A3) nesta analise, onde se registou uma concentragdo inferior nos
extratos por decocgdo do que nos extratos por maceracdo hidroetanolica para as trés
plantas. Os extratos da planta UD revelaram maior teor de compostos fendlicos totais

entre todos os extratos analisados.

IV.1.1.1.4  Quantificacdo dos compostos fenolicos

Através do método de Folin-Ciocalteu quantificou-se o teor de compostos
fenolicos presentes nos extratos obtidos. Como se observa na Figura 23 a excecdo do
extrato UD, para 0s extratos obtidos por decocc¢do observou-se que 0s extratos resultantes
de extracGes exaustivas apresentavam maior teor em compostos fenélicos que os extratos
obtidos por extracdo simples (grafico A). Ja nos extratos obtidos por maceragéo, o teor
de compostos fenolicos é superior nos extratos que resultam da extracdo exaustiva para
todas as espécies (grafico B). Isto reforca que a extracdo maioritaria de compostos
fendlicos em UD_D é conseguida na primeira 12 extracdo, face as restantes 4. Tal indica
que outros compostos que ndo pertencem a esta classe sdo extraidos em maior quantidade

na extracdo exaustiva.
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Figura 23 - Quantificacao dos fendlicos totais através do método de Folin-Ciocalteu dos extratos
obtidos por decoccdo (A) e por maceragdo hidroetanolica (B). Os valores sdo apresentados em
mg/g de extrato em equivalentes de acido galhico relativos a 6 réplicas de 2 ensaios
independentes.

De um modo geral, entre todos 0s extratos, a espécie UD apresenta maior teor de
compostos fendlicos, o que é concordante com os valores obtidos pela anélise por LC-
DAD-ESI/MSn. No entanto, a quantificacdo de compostos fendlicos totais realizada para
0s extratos resultantes da extracdo simples por LC-DAD-ESI/MSn revelou teores de
compostos fendlicos muito inferiores, que ndo sdo concordantes com os dados obtidos
pelo método de Folin-Ciocalteu realizado. Este ensaio baseia-se na reacdo redox entre
grupos hidroxilo e os acidos do reagente (Mikotajczak et al., 2021; Kupina et al., 2018).
Assim, a diferenca de resultados pode ser justificada por dois motivos: a quantificacdo
por LC-DAD-ESI/MSn ¢é mais sensivel devido ao uso de padrbes idénticos ou
estruturalmente similares para cada composto identificado, o que previne a sobrestimagéo
dos resultados. No método FC, a quantificacdo foi realizada através de um padréo de
acido galhico, o que pode ser uma limitacdo. Além disto, a quantificagdo de compostos
fendlicos totais por LC-DAD-ESI/MSn reporta a soma de &cidos fendlicos e de
flavonoides. Grupos como os taninos abrangem diversas moléculas de grandes dimensdes
de natureza fendlica, que contém diversos grupos hidroxilo e carboxilo (Das et al., 2020)
que podem interferir no ensaio. A sua presenca ndo foi determinada nos extratos e por
isso ndo é possivel afirmar, mas caso existam, podem reagir neste ensaio devido a sua
composigdo, 0 que ndo ocorre na quantificagdo por LC-DAD-ESI/MSn. Também a
presenca de outros compostos que contém grupos hidroxilo, bem como outros

interferentes como aminas, cetonas, aldeidos, vitaminas, entre outros pode levar a
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sobrestimacdo do teor de compostos fenolicos presentes nos extratos (Palacios et al.,
2021).

IV.1.1.1.5 Avaliagéo da atividade antioxidante dos extratos

De modo a relacionar a detecdo dos compostos fenolicos e a sua atividade
antioxidante, foi realizado o ensaio com o radical DPPH. Em comparacdo com a
quercetina (Figura 24), todos os extratos avaliados apresentam uma atividade
antioxidante muito baixa (inferior a 15%).
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Figura 24 - Avaliagdo da capacidade de captacdo de agentes radicais pelo ensaio de DPPH do
extratos obtidos por decoccdo (A) e por maceracao hidroetandlica (B). Os valores sao expressos
correspondem a 6 réplicas de 2 ensaios independentes.

Isto correlaciona-se com o baixo teor de compostos fendlicos detetados nos extratos.
A proporcao de compostos fenolicos determinada por FC e da atividade antioxidante é
concordante para 0s extratos obtidos por decocgdo. Ja nos extratos obtidos por EHA o
mesmo n&o se verifica, pois, 0s extratos resultantes da extragdo exaustiva demonstraram
maior teor de compostos fenolicos, em comparagdo com os extratos obtidos por extracao
simples, mas a atividade antioxidante é superior nos extratos que resultam da extragdo
simples. Isto pode ser resultado de interagdes sinérgicas entre compostos, a existéncia de
compostos que possam mascarar a atividade antioxidante dos compostos fendlicos
presentes ou indicar que a atividade antioxidante ndo estd apenas ligada ao teor de

compostos fendlicos, podendo também resultar de outros compostos presentes nos
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extratos como clorofilas, o que se encontra reportado na literatura (Ebrahimi et al., 2023;
Lanfer-Marquez, Barros et al., 2005; Pérez-Galvez et al., 2020).

IV.1.2 Fracionamento

O fracionamento foi realizado em placas de silica gel com o objetivo de
determinar em que regido se encontrava o maior teor de compostos fenélicos bem como
tentar retirar compostos que, por interacfes sinérgicas, possam mascarar a atividade
antioxidante descrita relativamente a esta classe de compostos. As fracGes foram
definidas em 2 ou 3 fracdes, de acordo com a sua polaridade, por observacdo sob a
lampada de UV. Na Figura 25 encontra-se o esquema ilustrativo (A) de como as fracOes
foram recolhidas. As elui¢des foram realizadas com as fases méveis otimizadas na
monitorizacdo das extracdes. Os extratos obtidos pelo método de decoccdo foram
separados em duas fracdes tal como os extratos de maceragdo da espécie ER. Os extratos
das plantas UD e UU obtidos por maceracdo foram divididos em trés fracGes.

A B
> a

\Fragdo 1 Fragdo 1

Fragdo 2

r ’

\Fragﬁa 3

Figura 25 - Representagdo da obtencdo de fragOes dos extratos estudados (A). Exemplo
representativo da elui¢do e divisdo das fragdes do extrato hidroetanélico da espécie ER (B).

IvV.1.2.1 Quantificac@o dos compostos fenolicos apos fracionamento

De modo a confirmar as fracdes onde se encontrava maior teor de compostos
fendlicos, foi realizada a sua quantificacdo em cada uma das frac6es obtidas (Figura 26).
Para os extratos da planta ER, observa-se que a primeira fracdo tem maior teor de
compostos fenodlicos. Para os extratos UD e UU obtidos por decoccdo, o teor de
compostos fendlicos é superior na segunda fragdo, contrariamente a ER. A segunda fracdo

destes extratos, uma vez que o fracionamento foi realizado em silica modificada, ou seja,
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numa fase estacionaria apolar, corresponde a fracdo menos polar. (gréafico A - Figura
26). No extrato UD obtido por maceragdo, segundo o gréafico B - Figura 26, o teor de
compostos fenolicos é superior na primeira fracdo, decrescendo entre fracfes. Isto €
concordante com o comportamento observado nos extratos obtidos por D de que o maior
teor de compostos fendlicos se encontra na fase menos polar, uma vez que a primeira
fracdo corresponde & menos polar e a terceira a mais polar, porque o fracionamento dos
extratos obtidos por EHA foi realizado em silica, de carater muito polar. O extrato de UU
obtido por EHA apresenta um teor de compostos fenolicos nas duas primeiras fracdes

semelhante e bastante proximo do teor determinado na primeira fracdo do extrato UD.

A B
25- ER D UD D UU D 40+ __ER EHA UD EHA UU_EHA
20
2 2 307
g g
& 151 3
2 2 20;
0 104 w
<
3 )
101
5_
0 . r 04
S S S S © S S S S
& & & & & & & & & & & &
< < < < < < < < < < <& < DA

Figura 26 - Quantificacdo dos fendlicos totais atraveés do método de Folin-Ciocalteu das fragdes
obtidas dos extratos por decoccdo (A) e por maceracdo hidroetandlica (B).Os valores sdo
apresentados em mg/g de extrato em equivalentes de acido galhico relativos a 6 réplicas de 2

ensaios independentes.

IV.1.2.2 Avaliacao da capacidade antioxidante das fragdes obtidas

Em complemento a quantificagdo de compostos fenolicos e para perceber se a
atividade antioxidante é potenciada com o fracionamento, realizou-se a avaliacdo da
mesma nas fracOes obtidas de cada extrato qualitativamente, por comparacdo

colorimétrica com a quercetina, usada como controlo positivo do ensaio.
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Tabela 6 - Avaliacdo da capacidade de reducdo do DPPH pelas fragdes obtidas dos extratos por
decoccéo (D) e por maceracao hidroetanolica (EHA).

D EHA
Extrato Reducédo do DPPH Extrato Reduc¢édo do DPPH

ER D F1 + ER_EHA F1 +
ER D F2 - ER_EHA F2 -
UD D F1 + UD_EHA F1 +
UD D _F2 - UD_EHA F2 -
UU D F1 + UD_EHA F3 -
UU D F2 - UU_EHA F1 -
Quercetina ++++ UU EHA F2 -

UU_EHA_F3 -

Quercetina ++++

- sem ocorréncia de reducdo; + com alguma atividade de reducéo; ++++ controlo positivo; F1 —
fragdo 1; F2 —fragdo 2; F3 — fracdo 3

Tal como esperado, tendo em conta a baixa atividade antioxidante apresentada pelos
extratos, as fracbes também ndo apresentaram atividade antioxidante significativa
(Tabela 6). No entanto, foi observado que a primeira fragdo de cada um dos extratos
apresenta maior teor de compostos com atividade antioxidante, quer nos extratos obtidos
por D, quer por EHA. Aqui se denota a natureza dos extratos obtidos por diferentes
métodos. A primeira fracdo de extratos obtidos por decoccdo corresponde a fracdo mais
polar; ja a mesma fracdo dos extratos obtidos por EHA corresponde a fragdo menos polar.
Assim, denota-se efetivamente que o método de extracdo bem como o solvente extrator
utilizado influenciam o perfil dos extratos obtidos. Para ER_D e ER_EHA, a atividade
antioxidante analisada é concordante com o maior teor de compostos fendlicos. Para 0s
extratos UD_D e UU_D obtidos por decoccdo, o teor de compostos fendlicos nao é
concordante com a atividade observada (grafico A - Figura 26 e Tabela 6). No extrato
UD_EHA obtido por maceracéo, segundo o gréafico B - Figura 26 e a Tabela 6), o teor
de compostos fendlicos é concordante com a atividade antioxidante observada. No
entanto, UU_EHA apresenta um teor de compostos fenolicos nas duas primeiras fracoes
proximo ao teor determinado na primeira fragdo do extrato UD_EHA, mas a atividade

ndo se revelou a mesma. Tal pode reforgar que a atividade antioxidante ndo € exclusiva
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nem inteiramente dependente dos compostos fendlicos, e que outras classes de compostos
podem contribuir para esse efeito. Apenas no extrato UU_EHA n&o foi observada uma

alteracdo colorimétrica na primeira fracdo, como nos outros extratos fracionados.

A avaliacdo in vitro realizada com os extratos obtidos prosseguiu com 0s extratos
completos obtidos por extracdo simples, de acordo com o0s objetivos previamente
definidos, ndo tendo ocorrido a avaliacdo das fracdes. Tal encontra-se mencionado nas

perspetivas futuras.
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IVV.2 Ensaios in vitro

IV.2.1 Toxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos obtidos foi realizada em ceélulas
precursoras de osteoclastos, macréfagos RAW 264.7 (Kong et al., 2019), ao fim de 24h
e 5 dias (tempo médio desta linha celular necessério a diferenciacdo em osteoclastos) de
incubagio através do método de Alamar-Blue™. Observou-se que a atividade metabolica
ao fim de 24h, bem como a massa celular nos pocos ndo é afetada e como tal ndo indica
toxicidade a nenhuma concentracdo testada (Figura 27 — graficos A e B; E e F). No
entanto, ao fim dos 5 dias, a capacidade metabdlica das células na presenga dos extratos
aquosos revela-se comprometida com os extratos das trés espécies, a todas as
concentracdes, excetuando a concentragdo minima testada para o extrato aquoso da
espécie UD (gréafico C). Tais valores revelam citotoxicidade dos extratos, mas, por
avaliacdo do ensaio de massa celular (SRB) utilizado para normalizacdo, é expectavel na
presenca de toxicidade, que os valores de densidade celular sejam concordantes, o que
ndo foi observado (grafico D). Também a morfologia das células foi observada ao
microscopio e as mesmas apresentavam-se normais. Isto permite inferir que a baixa
atividade metabdlica possa ocorrer, ndo por morte celular, mas por um ambiente de stress.
Numa situacdo como esta, uma forma de se protegerem contra condi¢cdes adversas pode
ser a conservacdo de energia através da diminuicdo dos seus processos celulares,
incluindo o metabolismo, sem provocar imediatamente a morte celular. Também se pode
dar o caso de ocorrer a reducao extensiva a hidroresorufina - que é um processo reversivel,
que ndo apresenta fluorescéncia e por isso poder levar a uma subestimacéo da atividade
metabolica (Gutiérrez et al., 2017). Relativamente aos extratos hidroetandlicos, a
atividade metabdlica e a densidade celular mostram-se concordantes. Observa-se que 0s
extratos das espécies ER e UD ndo apresentam citotoxicidade até a concentracdo maxima
testada (1 mg/mL). A espécie UU apresentou toxicidade em concentragdes superiores a
0,125 mg/mL. (gréficos G e H). Desta forma, para se prosseguir com a avaliacdo do
potencial inibitério dos extratos na diferenciacdo das RAW 264.7 em osteoclastos,
decidiu-se fazer a avaliagdo com a maior concentracdo ndo toxica dos extratos
hidroetandlicos de cada uma das espécies. Assim, todos 0s ensaios reportados a partir
deste ponto foram realizados com os extratos hidroetanélicos ER e UD a 1 mg/mL e UU

a 0,125 mg/mL.
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Figura 27 - Avaliacdo da atividade metabolica das RAW 264.7 na presenca dos extratos ER, UD
e UU obtidos por decocgdo (D) e maceragdo hidroetandlica (EHA) ao fim de 24h e 5 dias. Todos
0s ensaios estdo normalizados em % de controlo. Foram realizado 4 réplicas de 2 ensaios
independentes. ****p< 0,0001; ***p< 0,001; **p< 0,01 ;*p< 0,05
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IV.2.2 Diferenciagéo

Para avaliar o efeito dos extratos na diferenciacdo dos osteoclastos, células RAW
264.7 foram plagueadas na presenca de fatores de diferenciacdo e/ou extratos e incubadas
por 5 e 6 dias. Como forma de avaliag&o, foi escolhido um marcador celular conhecido -
a TRAP, uma glicoproteina responsavel pela migracdo dos osteoclastos maduros. Na
Figura 28 encontram-se representadas imagens obtidas apés a coloracdo das células com
o kit. E notéria a diferenca morfoldgica entre um macrdfago, ou seja, uma célula nio
diferenciada e um osteoclasto maduro (Figura 28A e 27B). Na presenga do fator
responsavel pela diferenciacdo osteocléastica (RANKL) observa-se, na Figura 28B, um
osteoclasto maduro apds a exposicdo das células ao fator de diferenciacdo, como
expectavel. Da mesma forma, na presenca de estradiol (Figura 28C) ndo se observam
alteracdes, uma vez que o estradiol ndo estimula a diferenciagéo e na Figura 28D, onde
se observa a formagéo de osteoclastos menos desenvolvidos e com uma morfologia
estrelada, devido ao efeito inibitorio do estradiol na sua formacao. A presenca de extratos
sem fatores de diferenciacdo nao afeta a morfologia celular como se observa nas Figuras
28AE, 28AD e 28AU e por isso ndo apresenta ter um efeito significativo na linha de
macrdfagos. No entanto, quando presentes num meio com RANKL, é notério o seu
potencial inibitorio. E possivel observar com clareza a total inibicdo da formacéo de
osteoclastos na presenca do extrato UD (Figura 28BD) em toda a area observada dos
pocos. Na presenca dos extratos ER e UU (Figura 28BE e 28BU, respetivamente)
denota-se um efeito inibitério da formacéo de osteoclastos pela sua morfologia estrelada
e menores dimens@es, mas ndo total. Estas alteracdes morfoldgicas podem corresponder
a osteoclastos ndo maduros ou com a sua atividade comprometida. As Figura 28DE,
28DD e 28DU sdo concordantes, reforcando o impacto negativo dos extratos na

diferenciacéo osteoclastica.
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Figura 28 - Avaliacdo da capacidade inibitéria dos extratos em osteoclastos maduros em RAW
264.7 apos exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos hidroetanolicos. Imagens obtidas ao fim
de 6 dias de exposicdo de 3 réplicas de 1 ensaio independente. Legenda: A — sem fatores de
diferenciagdo; B — com a presenca de RANKL,; C — com a presenca de estradiol; D — com ambos
os fatores de diferenciacdo; AE/BE/DE — as condi¢Bes descritas e com extrato da espécie ER,;
AD/BD/DD - as condicdes descritas e com extrato da espécie UD.; AU/BU/DU - as condic¢des
descritas e com extrato da espécie UU.

IV.2.3 Avaliacéo dos parametros bioenergéticos mitocondriais

Iv.23.1 Avaliacéo dos parametros bioenergéticos mitocondriais 24h

Existe uma correlacdo entre a atividade mitocondrial e a osteoclastogénese. O
bom funcionamento da atividade mitocondrial é essencial a diferenciagéo e formacao de
osteoclastos maduros e funcionais. E reportado que a osteoclastogénese ocorre associada
ao aumento da massa mitocondrial, devido a maior necessidade energética e que a
biogénese mitocondrial (aumento de mtDNA) se encontra associada a este processo.
Além disto, também é reportado a promocdo de fatores de regulagdo associados a
biogénese mitocondrial. Adicionalmente, a atividade do complexo | da CTE € estimulada
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e por consequéncia a respiracdo mitocondrial aumenta (Da et al., 2021; Yan et al., 2023).
Também se sabe que o estradiol, em fases iniciais da diferenciacéo osteoclastica inibe o
aumento da respiracdo mitocondrial e a atividade dos complexos da CTE, com foco no
complexo I, induzidos por RANKL (Marques-Carvalho et al., 2023). Com base nesta
informacao, foi avaliada a respiracdo mitocondrial pelo teste Mito Stress ao fim de 24h.
Os gréaficos dos perfis bioenergéticos dos quais foram obtidas as figuras abaixo
encontram-se em anexo (Figura A 1). Nas Figuras 29, 30 e 31 encontram-se
representados os parametros associados a respiracéo celular das células RAW 264.7 ao

fim de 24h de incubacgdo com as condicOes de ensaio.
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Figura 29 — Parametros da respiragcdo mitocondrial — consumo de oxigénio ndo mitocondrial e
respiracdo basal - de células RAW 264.7 apés exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos
hidroetanélicos durante 24h, de 6 ou mais réplicas de 1 ensaio independente, na presenca e/ou
auséncia de fatores de diferenciagdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de
diferenciagéo (B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenga de extratos e ambos
os fatores de diferenciacdo (D) Todos os ensaios estdo normalizados em % de controlo. ****p<
0,0001; ***p< 0,001; **p< 0,01 ;*p< 0,05; Grafico A: Preto vs. controlo;

N&o foram encontradas diferencas significativas no consumo de oxigénio ndo

mitocondrial em nenhuma das condicOes testadas. Este consumo de oxigenio é referente
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a atividade de NOXs, presentes na membrana celular, que sdo responsaveis pela
transferéncia eletronica entre NADPH e Oz, o que origina ROS como Oz e H20>
(Marques-Carvalho et al., 2023). Assim, é possivel considerar que a atividade destas
enzimas ndo se encontra alterada. A respiracdo basal (Figura 29) diminuiu em
comparagao ao controlo, com a exposicdo a E2; RANKL e E2; e aos extratos (graficos
A2 e B2). A exposicdo das células aos extratos UD e UU na presenca de RANKL (vs.
RANKL) também provocou uma diminuicdo deste parametro (grafico C2). Tal pode
indicar que a alteracdo de ambiente pode provocar condicdes de stress para as células e
isto influenciar a capacidade de resposta energética das mesmas, 0 que se traduz por
menor atividade da CTE.

A avaliacdo da respiracdo maxima corresponde a capacidade de resposta da CTE
quando submetidas a situacdes de elevada demanda energética. Ao fim das 24h ndo se
observa diferengas significativas nas diferentes condic6es (Figura 30, graficos A1-D1),
exceto em dois casos: quando se encontram expostas ao extrato ER (por comparagdo com
o0 controlo, grafico B1) e quando estimuladas por RANKL, na presenca de UD (vs.
RANKL, grafico C1), onde ha decréscimo da respiracdo maxima que pode significar uma
menor capacidade da atividade da CTE das células.

A disrupgdo do potencial de membrana (proton leak) permite inferir sobre o bom
funcionamento das proteinas responsaveis pela homeostase do gradiente bem como da
integridade da membrana. Adicionalmente, permite compreender a atividade da CTE
através dos H* libertados que resultam do seu funcionamento. Estes H* atravessam a
membrana onde os complexos se encontram embebidos para o espaco intermembranar, 0
que influencia o potencial de membrana. Sabe-se que a exposicao a E2 inibe a atividade
do complexo | e por consequéncia, a atividade da CTE (Marques-Carvalho et al., 2023;
Kim et al., 2020). Deste modo, ha uma diminuicdo deste pardmetro como expectavel,
mesmo quando ocorre estimulacdo com RANKL (Figura 30 — grafico A2). A presenca
de extratos no meio, quer por comparagéo ao controlo (Figura 30 - grafico B2), quer por
comparagao com a estimulagdo com RANKL (grafico C2), provocam uma diminuicdo
deste parametro, o que pode indicar que a integridade da membrana ndo é comprometida,
mas que a atividade da CTE pode ser inibida pela adi¢do dos extratos, o pode ocorrer de
uma maneira semelhante a E2, sem provocar necessariamente uma disfuncao da cadeia.

Mas, a menor atividade da CTE também pode significar uma disfuncdo na respiracéo
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mitocondrial pelo que s&o necessarios ensaios mais especificos para concluir sobre este

efeito.
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Figura 30 - Parametros da respiracdo mitocondrial — respiragdo maxima e disrupg¢do do potencial
de membrana - de células RAW 264.7 ap6s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos
hidroetandlicos durante 24h, de 6 ou mais réplicas de 1 ensaio independente, na presenca e/ou
auséncia de fatores de diferenciagdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de
diferenciagdo (B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenga de extratos e ambos
os fatores de diferenciacdo (D). Todos os ensaios estdo normalizados em % de controlo. ****p<
0,0001; ***p<0,001; **p< 0,01 ;*p< 0,05. Grafico A: Preto vs. controlo;

O complexo I, presente na membrana interna da mitocondria, oxida NADH para
fornecer e a CTE a fim de reduzir oxigénio a agua e para repor NAD™ necessaria ao
processo de glicdlise. Como consequéncia, a libertacdo de e por parte do complexo | pode
originar a formacéo do anido superdxido. Na formacéo de osteoclastos, estas espécies séo
importantes. Ao avaliar todos os parametros, E2 parece ter um efeito inibitério na
respiracdo mitocondrial, possivelmente por inibir o complexo | da CTE, que é
concordante com o descrito (Marques-Carvalho et al., 2023; Kim et al., 2020). Da mesma
forma se observa que os extratos exercem um efeito semelhante ao E2, no entanto ndo é

possivel concluir se atuam por inibigdo da CTE ou por stress celular.
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Relativamente as necessidades energéticas, é expectavel que E2 atue tal que a
producdo de ATP associada a respiracdo seja inibida, uma vez que a atividade do
complexo | tem influéncia sobre a producao energética e que a presenca de RANKL nao
permite uma inibicdo tao significativa (Figura 31 - grafico Al). Da mesma forma se
observa que a exposi¢do aos extratos provoca uma diminuicdo do consumo de oxigénio
associado a producdo de ATP, o que se pode correlacionar com uma diminui¢do da
atividade da ATPsintase (vs. controlo) (grafico B1) e quando estimuladas por RANKL
(grafico C1), fator responsavel por estimular a respiracdo e consequentemente a producao
de ATP pelo complexo V, o que pode reforcar a agdo inibitdria da atividade da CTE por
parte dos extratos. (Marques-Carvalho et al., 2023).

A capacidade respiratéria restante, que reporta a capacidade que a célula pode ter
na resposta a situacGes de stress inesperadas, ndo permite identificar mecanismos
especificos de acdo, uma vez que pode depender de diversos parametros (Divakaruni et
al., 2014). Ao fim de 24h, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa (Figura 31,
graficos A2 — D2).
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Figura 31 - Pardmetros da respiragcdo mitocondrial — producéo de ATP e capacidade respiratoria
restante - de células RAW 264.7 apds exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos hidroetanolicos
durante 24h, de 6 ou mais réplicas de 1 ensaio independente, na presenca e/ou auséncia de fatores
de diferenciagdo sem extratos (A); na presenga de extratos sem fatores de diferenciagéo (B); na
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presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenca de extratos e ambos os fatores de
diferenciagéo (D). Todos os ensaios estdo normalizados em % de controlo. ****p< 0,0001; ***p<
0,001; **p< 0,01 ;*p< 0,05. Grafico A: Preto vs. controlo;

A medicdo da producéo de ATP neste ensaio encontra-se diretamente relacionada
com a viabilidade celular. Por anélise da Figura 32, é possivel observar que ao fim de
24h ndo se verificam diferencas significativas por comparacdo ao controlo. No gréfico
A, é possivel observar um aumento da producdo de ATP quando as células sdo expostas
a RANKL. Uma vez que o0 mesmo estimula a atividade mitocondrial e induz uma maior
necessidade energética para a diferenciacdo celular de osteoclastos, tal é esperado.
(Marques-Carvalho, Sarddo, et al., 2023). Também se verificam diferengas na presenca
de E2 e RANKL por comparacdo apenas a exposi¢cdo a RANKL. Tal é esperado pois E2
tem um papel inibidor da atividade da CTE, em particular no complexo I, que RANKL
promove numa fase inicial da diferenciacdo. No grafico C é possivel observar que 0s
extratos tém um efeito inibitdrio na producdo de ATP, o que pode demonstrar o seu
impacto na atividade da CTE, quando as células sdo expostas a RANKL. Por fim, no
grafico D é de notar que entre os 3 extratos, UD tem um efeito inibitério significativo na
producdo de ATP, o que pode ser concordante com as imagens obtidas na Figura 28
relativamente a capacidade de inibigcdo da osteoclastogénese, que indica ser independente
de E2.
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Figura 32 — Avaliacdo da producdo de ATP de células RAW 264.7 ap6s exposi¢cdo a RANKL
e/ou E2 e/ou extratos hidroetandlicos durante 24h, de 8 réplicas de 1 ensaio independente, na
presenca e/ou auséncia de fatores de diferenciacdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem
fatores de diferenciacdo (B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenca de
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extratos e ambos os fatores de diferenciacdo (D). Todos os ensaios estdo normalizados em % de
controlo. ****p< 0,0001; **p< 0,01. Grafico A: Preto vs. controlo;

1V.2.3.2 Avaliacao dos parametros bioenergéticos mitocondriais 72h

O mesmo ensaio Mito Stress foi realizado também ao fim de 72h (tempo onde a
formacéo de células diferenciadas ja é notado) de incubacéo das células RAW 264.7 com
as condicOes de ensaio, onde as diferencas sdo mais notorias. Os graficos dos perfis
bioenergéticos dos quais foram obtidas as figuras abaixo encontram-se em anexo (Figura
A 2). O consumo de oxigénio nao mitocondrial (Figura 33 —gréafico A1) é muito superior
as condicGes controlo. Tal ocorre porque o fator RANKL estimula a producéo de ROS
para que a osteoclastogénese ocorra (Marques-Carvalho et al., 2023). Na presenca de E2
a estimulacdo por RANKL demonstra-se inibida. A adicdo de extratos a células expostas
a RANKL (gréfico C1) demonstra que todos os extratos tém capacidade de diminuir o
consumo de oxigénio ndo mitocondrial, o que pode indicar que interferem na atividade
de enzimas como as NOXs, presentes na membrana celular. Os extratos UD e UU, quando
combinados com os fatores RANKL e E2 apds 3 dias de incubacdo, demonstram um
aumento do consumo de oxigénio extra mitocondrial (grafico D1).

O parametro da respiracdo basal apresenta-se de acordo com o esperado. A
respiracdo basal aumenta na presenca de RANKL uma vez que ao fim de 72h, ja se inicia
a formacdo de osteoclastos. Estas células, por comparacdo as RAW 264.7 sdo muito
maiores e, portanto, com maiores necessidades energéticas. Na presenca de E2 ha uma
diminuig&o, que se verifica ao comparar as condigdes RANKL e RANKL+EZ2, no entanto
ndo é conhecido o mecanismo como o E2 atua nos niveis de ROS (Figura 33 — grafico
A2). A presenca de UU (grafico B2) demonstra diminuir a respiracéo basal. Para avaliar
o efeito dos extratos quando as células sdo estimuladas com RANKL, observa-se no
grafico C2, em comparacdo com células apenas expostas a RANKL, que ER provoca
uma diminuicdo muito significativa; UD e UU apresentam valores proximos de controlo.
Isto pode ser justificado por ER apresentar um comportamento semelhante a E2 e por isso
a sua acdo poder ser mimeética a acdo do estradiol. UD e UU aparentam inibir a
diferenciacéo de forma independente da acéo do estradiol. No grafico D2 observa-se que
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a presenga dos extratos em simultineo com RANKL e E2 provoca um aumento da

respiracédo basal na presenca do extrato UD.
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Figura 33 - Pardmetros da respira¢cdo mitocondrial — consumo de oxigénio ndo mitocondrial e
respiracdo basal - de células RAW 264.7 ap6s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos
hidroetandlicos durante 72h, de 6 ou mais réplicas de 1 ensaio independente, na presencga e/ou
auséncia de fatores de diferenciagdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de
diferenciagdo (B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenga de extratos e ambos
os fatores de diferenciacdo (D). Todos os ensaios estdo normalizados em % de controlo. ****p<
0,0001; ***p< 0,001; **p< 0,01 ;*p< 0,05; Grafico A: Preto vs. controlo; Cinzento vs. RANKL

Relativamente a avaliacdo da capacidade de resposta da respiracdo celular a
condicGes energéticas exigentes (Figura 34), denota-se que na presenca de RANKL, a
resposta é elevada, tal como esperado uma vez este fator estimula tal parametro e que
torna os osteoclastos em células com elevadas necessidades energéticas e, portanto, com
mitocondrias bem desenvolvidas, o que permite uma maior resposta. Mais uma vez se
observa que a presenca de E2 juntamente com RANKL influencia o consumo de oxigénio
a valores préximos ao controlo (vs. RANKL) (grafico Al). A presenca do extratos UD e
UU, por comparacgédo ao controlo, provoca uma diminui¢do do consumo de oxigénio. Tal

pode ocorrer pelos mesmos provocarem uma diminui¢do na atividade da CTE que pode
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ser indicativo de uma resposta a um estimulo de stress por partes das células a presenca
dos extratos (grafico B1). No grafico C1 a presenca de extratos provoca uma diminui¢do
deste parametro (vs. RANKL) a valores proximos de controlo, o que pode indicar o seu
efeito inibitdrio na diferenciacdo celular. Ja na presenca de RANKL e E2, a adi¢do de
extratos ndo apresentam alterar este parametro (grafico D1).
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Figura 34 - Parametros da respiracdo mitocondrial — respiragdo maxima e disrupg¢do do potencial
de membrana - de células RAW 264.7 ap6s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos
hidroetandlicos durante 72h, de 6 ou mais réplicas de 1 ensaio independente, na presencga e/ou
auséncia de fatores de diferenciagdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de
diferenciagdo (B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenga de extratos e ambos
os fatores de diferenciacdo (D). Todos os ensaios estdo normalizados em % de controlo. ****p<
0,0001; ***p< 0,001; **p< 0,01 ;*p< 0,05. Grafico A:Preto vs. controlo;

A integridade da membrana e a passagem de H* independente do complexo V é
avaliada pelo parametro da disrupcdo do potencial de membrana. Mais uma vez 0s
parametros revelam-se de acordo com todos os anteriores analisados. No grafico B2 da
Figura 34 denota-se que UU provoca a diminui¢do da passagem de H*; no grafico C2,
onde as células se encontram expostas a RANKL, hé alteragdo na presenca do extrato ER.
J& na condi¢do com RANKL+E2 (gréafico D2), ha alteracdes significativas na presenca

de UD e UU. Isto pode permitir reforgar que o extrato UU provoca a inibigéo da atividade
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da CTE, em condigfes controlo; que ER pode atuar por uma mecanismo de acao
semelhante a E2 e que os extratos UD e UU tém acéo sobre a atividade da CTE, por um
mecanismo independente de E2. Ha ainda também a hipdtese de que a presenca dos
extratos possam provocar alguma resposta de stress. Para que se possam concluir a sua

influéncia sdo necessario ensaios mais especificos.

A atividade da CTE associada a atividade do complexo V também se mostra
concordante com os perfis observados, onde a adicdo de E2 juntamente com RANKL
diminui o consumo estimulado por RANKL (Figura 35 - grafico Al). Por comparagdo
ao controlo, UU diminui a atividade da CTE que, em linha com o anteriormente discutido,
pode demonstrar uma acao inibitdria da atividade do complexo I (grafico B1). No gréafico
C1 observa-se que todos os extratos diminuem a atividade da CTE, o que se reflete na
atividade da ATPsintase, por comparagdo a sua atividade quando exposta a RANKL. Ja
no gréafico D1, hd um aumento da atividade do complexo quando exposto aos extratos
UD e UU. Isto pode resultar de um efeito de stress provocado pelos extratos nas células,
no entanto, ndo é possivel concluir exatamente o seu efeito apenas por avaliacdo deste

parametro.

A capacidade respiratdria restante, que se traduz na capacidade de atividade da
CTE a estimulos inesperados de stress, demonstra que a estimulacdo com RANKL se
traduz numa maior atividade, em resposta a exigéncia energética promovida, como
expectavel (Figura 35 — gréafico A2). Em contrapartida, a presenca de E2 apds a
estimulagdo com RANKL diminui a atividade da CTE, o que também se encontra de
acordo com a literatura (Marques-Carvalho et al., 2023; Kim et al., 2020; Marques-
Carvalho et al., 2023). A presenca dos extratos UD e UU (gréafico B2) provoca uma
diminuicdo deste parametro, o que pode reforcar o seu papel inibitorio no
desenvolvimento mitocondrial e a possibilidade destes atuarem na inibi¢éo da atividade
do complexo I. No grafico C2 observa-se, em concordancia com 0s parametros
anteriores, a diminui¢do da atividade da CTE quando as células se encontram expostas a
RANKL e aos extratos (vs. RANKL). Desta analise pode-se colocar mais uma vez, a
hipdtese de que os extratos podem atuar na inibicdo da osteoclastogénese de uma forma
semelhante a E2 ou até por um mecanismo independente. No entanto, para tal se avaliar

com rigor e robustez, ensaios mais especificos sdo necessarios.
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Figura 35 - Parametros da respiragcdo mitocondrial — respiracdo associada a producao de ATP e
capacidade respiratdria restante - de células RAW 264.7 ap0s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou
extratos hidroetandlicos durante 72h, de 6 ou mais réplicas de 1 ensaio independente, na presenga
e/ou auséncia de fatores de diferenciacdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores
de diferenciacdo (B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenga de extratos e
ambos os fatores de diferenciacdo (D). Todos os ensaios estdo normalizados em % de controlo.
*HX*N< 0,0001; ***p< 0,001; **p< 0,01 ;*p< 0,05. Grafico A: Preto vs. controlo;

IV.2.4 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro

A avaliacdo da producdo de ROS - espécies essenciais a formacdo e maturacdo de
osteoclastos, foi avaliada espetrofotometricamente, através de duas sondas, uma capaz de
medir a quantidade de ROS mitocondrial, com maior especificidade para o anido
superoxido cuja producdo resulta maioritariamente da atividade dos complexos | e 111 da
CTE (Marques-Carvalho et al., 2023) e outra para a medicdo das diferentes ROS
intracelulares, maioritariamente resultantes da atividade das NOXs (Marques-Carvalho
et al., 2023). A medicdo da producdo de ROS mitocondrial foi realizada ao fim de 24h e

48h e aintracelular ao fim de 24h, 48h e 72h, apds incubacdo com as condicGes de ensaio.
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IvV.2.4.1 Atividade antioxidante 24h

Por avaliacdo da Figura 36 - grafico Al, denota-se que a exposicdo das células a
RANKL induz um aumento do niveis de Oz, como esperado pois este fator induz maior
atividade mitocondrial, que resulta num aumento da producdo de ROS, necessérias a
osteoclastogénese (Marques-Carvalho et al., 2023). A adicdo de E2 diminui a produgédo
e acumulacao de ROS. Assim os resultados obtidos védo de acordo ao expectavel. A adicao
dos extratos ER e UD, por comparacdo com o controlo (grafico B1), provocou um
aumento da presenca de O. °. Tal pode ocorrer pela alteracdo das condigdes do meio
poderem induzir uma resposta ao stress como forma de adaptacdo. No entanto, no gréfico
C1 a adigéo dos extratos ER e UU com RANKL demonstra que os extratos tém um efeito
inibitdrio na acumulagéo ou producéo de O, 0 que pode ser consequéncia da presencga
de compostos antioxidantes que captam os eletrdes dos radicais livres ou a diminuicéo da
atividade do complexo I.

Anido superdxido mitocondrial

Al Bl C1 D1
o 600 o 2507 " o 600 o 500
z * z i i
= y X y 200 * X . X B 400
‘g’-g 400 a;.’-g 150- g-)-% 400 ‘g)-% 300
=} >
2 ® o 1004 = [ N * » S 200
> > > >
g < 200 3 g < 200 &
S c 50+ = = 100
< < < <
0 0 0 0
CTRL ER UD UU
& é{_\/ & XQ/‘L ép/ qan OXQ~ \)xQ‘ XQ/q’ XQ/q’ ,S//q' XQD’
& B o &F I A S on‘
& SR ENAN

ROS intracelular
A2 B2 C2 D2

N
o
o
N
o
o
N
o
o

150 ﬁ
o * o o o
2 2 =z =z
& _, 150 & _, 150 & _ 150 T
H: 3E iE HA e
S 0 100 S 0 100 S O 100 °0
28 28 S 28 5o
27 50 £ 50 S 50 5
(] (2] ] 2]
0 0 0 0
S CTRL ER UD WU & @Q OXQ. & & S
(@) ‘e *)/ e L2 = )(Q~ X X
<& S <& SRR
& S N2 NN

Figura 36 — Avaliacdo da produgdo de ROS mitocondrial e do stress oxidativo por acumulagéo
de ROS intracelular - de células RAW 264.7 ap6s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos
hidroetandlicos durante 24h, de 5 réplicas de 1 ensaio independente, na presenca e/ou auséncia
de fatores de diferenciacdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de diferenciacéo
(B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenca de extratos e ambos os fatores
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de diferenciacdo (D). Todos os ensaios estdo normalizados em % de controlo. ****p< 0,0001;
***p<0,001; **p< 0,01 ;*p< 0,05. Grafico A: Preto vs. Controlo

Em relacdo ao stress oxidativo provocado pela presenga de ROS no espago
intracelular (gréfico A2), o comportamento foi concordante com os grafico Al. A
discrepancia na adigdo de RANKL néo é tdo notoria, uma vez que este tem um grande
impacto na estimulacdo da mitocondria de modo a responder as necessidades energéticas
para a osteoclastogénese. Neste parametro, a adicdo de extratos ndo demonstrou
alteraces nos niveis de ROS intracelulares (grafico B2). ER demonstrou inibir a
presenca destas espécies a nivel intercelular na presenca de RANKL (gréfico C2) No
entanto, a adicdo de extratos e fatores de diferenciacao (graficos C2 e D2) demonstram
que os extratos UD e UU diminuem a presenca ou até mesmo a producdo destas espécies
na presenca de RANKL e E2, o que pode permitir reforcar a hipotese de que UD e UU
podem atuar de forma independente de E2.

Relacionado com a producdo de ROS encontra-se a expressdo e atividade das
enzimas envolvidas nas defesas antioxidantes. Assim, foi realizada a analise por Western
Blot de duas destas enzimas: a catalase (CAT) e a superoxido dismutase 2 (SOD2). Na
Figura 37, para a catalase, observa-se por comparacdo ao controlo, que a exposicao das
células RAW 264.7 a RANKL demonstra, por observacdo da coluna A, menor
intensidade da banda o que se relaciona com a quantidade de catalase, como descrito na
literatura (Marques-Carvalho et al., 2023). Ja a exposicao apenas aos extratos (coluna B)
em comparagdo com a banda da condi¢do controlo, apresenta maior intensidade o que se
pode relacionar com uma maior quantidade de proteina na presenca dos extratos ER e
UD, mas menor quando expostas a UU. J& na coluna C, a presenca de extratos quando
as células sdo expostas a RANKL provoca uma maior intensidade da banda, o que se pode
relacionar com o aumento da quantidade de proteina (em comparacdo com RANKL). J&
quando expostas a todas as varidveis (coluna D), a intensidade da banda na presenca de
ER é superior as bandas resultantes da presenca de UD e UU, o que pode indicar maior
quantidade de proteina. No entanto, a intensidade das bandas UD e UU da coluna D
aparentam ser menor (vs. RANKL+E2). Assim € possivel sugerir que os extratos podem
ter uma acdo positiva na expressdo da enzima, mas que ER pode demonstrar maior

beneficio, uma vez que na presenca de RANKL e E2 apresenta uma banda mais intensa.
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No caso da SOD2, ao comparar a coluna A, a exposi¢cdo a RANKL diminui a
intensidade da banda o que se pode traduzir na diminuigédo da quantidade de SOD2, por
comparagdo ao controlo. Ja a adicdo de E2, aumenta a intensidade da mesma da mesma
tal que, na presenca de ambos os fatores, em comparagdo apenas a exposicdo a RANKL,
a intensidade da banda é maior o que pode significar que a quantidade de proteina €
superior. J& na coluna B, quando as células séo expostas aos extratos, a intensidade das
bandas relativas a SOD2 diminui significativamente. O mesmo acontece na coluna C,
onde a sua intensidade diminui, mesmo em comparagdo com a exposi¢do apenas a
RANKL. Na coluna D, o mesmo se verifica, principalmente na presenca de ER. Na
presenca de UD e UU a intensidade ndo diminui tdo significativamente, o que pode
reforcar os dados obtidos na avaliacdo de ROS intracelular (Figura 36 - grafico D2).
Estas diminuicGes de intensidade podem relacionar-se com menor quantidade de proteina.

No entanto, como a quantificacdo nao foi realizada, ndo é possivel afirma-lo.

A~ 8 ] c QB Db
R+ R+E2+
C R E2R+E2ER UD UU ER UD UU ER UD UU

R - Catalase (60 kDa)

- - s ™ 50D2 (22/25 kDa)

Ponceau

Figura 37 — Detecdo e avaliacdo qualitativa de enzimas antioxidantes, catalase e SOD2 em
células RAW 264.7 ap6s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos hidroetanélicos durante 24h.
Imagem representativa de 1 ou mais réplicas de 2 ensaios independentes, na presenca e/ou
auséncia de fatores de diferenciagdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de
diferenciagdo (B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenca de extratos e ambos
os fatores de diferenciagéo (D).
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Na Figura 38 encontra-se a expressao genica da enzima SOD1, com atividade
antioxidante, obtida pela quantificacdo de transcritos de PCR. Nota-se aqui que a
expressao ndo altera significativamente na presenca de fatores ou de extratos (graficos A
e B). No entanto, no grafico A depreende-se o papel inibidor de E2 (ha condigédo
RANKL+E2) no aumento da expressédo do gene SOD1 provocado por RANKL, o que
demonstra coeréncia com a producdo de ROS. Os gréaficos B e C indicam que a exposi¢do
aos extratos nao provoca alteracGes significativas na expressdo génica da enzima. Na
condicdo com o extrato UD (gréafico C) ndo é possivel retirar conclusdes, seria necessario
repetir o ensaio. Por fim, no gréfico D denota-se que a presenca de ER provoca a sub-
expressdo do gene, mas UU aumenta a sua expressdo. Aqui ja é possivel colocar a
hipdtese de que as diferentes constituices dos extratos tém efeito na expressdo das

enzimas. No entanto, mais estudos sdo necessarios para se poder retirar conclusdes.
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Figura 38 - Avaliagdo da expressdo génica da enzima antioxidante superdxido dismutase 1
(SOD1) de células RAW 264.7 apds exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos hidroetanolicos
durante 24h, de 3 réplicas de 1 ensaio independente, na presenca e/ou auséncia de fatores de
diferenciagdo sem extratos (A); na presencga de extratos sem fatores de diferenciacdo (B); na
presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenca de extratos e ambos os fatores de
diferenciagdo (D). A normalizacao foi feita com o gene b2m ****p< 0,0001; ***p< 0,001; **p<
0,01 ;*p< 0,05. Grafico A: preto — vs. Controlo; cinzento — vs. RANKL

IV.2.4.2 Atividade antioxidante 48h

Na Figura 39 encontra-se a avaliagdo dos mesmos pardmetros apos 48h das células
RAW 264.7 expostas as condi¢des de ensaio. No grafico Al, a producdo ou acumulacao
de O2” ° e concordante com o expectavel, onde o fatores, no caso de RANKL ja
provocaram o estimulo e E2 ja iniciou a sua acdo inibitoria. No grafico B1, por

comparacdo ao fim de 24h, apenas ER apresenta um efeito significativo o que pode
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sugerir que este extrato interfere com a atividade da SOD2, que se expressa na matriz
mitocondrial e é responsavel pela reducdo de O, a H20, (Marques-Carvalho et al.,
2023). Ja quando expostas aos fatores de diferenciacdo e aos extratos, em concordancia
com a avaliacdo as 24h, todos os extratos provocam uma diminuicdo dos niveis de Oz
(grafico C1), o que pode sugerir que 0s extratos tém uma acdo inibitéria na CTE,
contrariamente a RANKL (Marques-Carvalho et al., 2023) ou que ndo tém uma agéo
negativa na atividade da enzima SOD2.

Relativamente a avaliacdo de ROS citosdlico, os resultados sdo concordantes com
o0s observados para a avaliagdo de Oz " mitocondrial. Observa-se no grafico A2 que E2
exerce um efeito inibitdrio sobre as ROS, mas ainda ndo € conhecida a forma como tal
ocorre (Marques-Carvalho et al., 2023). A presenca de extratos ndo demonstra alteracdes

significativas em nenhuma das condicdes analisadas. (graficos B2-D2).

Anido superdxido mitocondrial
C1 D1

>
.
vy]
-

N
o
o
*
*
%
*
w
o
o
*
N
o
o

Anido superéxido
% CTRL
= =
n o [
° & © @ 3
F
I
Ani&o superéxido
Anido superéxido
% CTRL
o
*
4
Anido superoéxido

0
N v Y CTRL ER UD UU « R
SRR & g

ROS intracelular

A2 B2 Cc2 D2
. 200 . 250 , 200 .
= *x = 2 2
§ 150 g_lzoo 8 150 E
=& % £ 150 =& =
© O 100 o0 S O 100 )
® < 2 ¢ 100 2% 3
£ 50 £ 5 £ 50 £
] (] [ [
0 0 0
TRL ER UD
PSRN © o & S
& & &
Q_v

Figura 39 - Avaliacdo da producdo de ROS mitocondrial e do stress oxidativo por acumulagéo
de ROS intracelular - de células RAW 264.7 ap6s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos
hidroetandlicos durante 48h, de 5 réplicas de 1 ensaio independente, na presenca e/ou auséncia
de fatores de diferenciacdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de diferenciacéo
(B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenca de extratos e ambos os fatores
de diferenciacdo (D). Todos os ensaios estdo normalizados em % de controlo. ****p< 0,0001;
***p<(0,001; **p< 0,01 ;*p< 0,05. Grafico A: Preto vs. Controlo; Cinzento vs. RANKL
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1V.2.4.3 Atividade antioxidante 72h

Ap0s exposicdo das células RAW 264.7 as condicdes de ensaio por 72h, avaliou-
se 0 teor de ROS intracelular. Apos 3 dias, é expectavel que a formacao de osteoclastos
se tenha iniciado, mesmo que ainda ndo se apresentem maduros nem ativos. De uma
forma geral, ndo se observou diferengas relevantes no teor de ROS em nenhuma das
condicdes (Figura 40). Seria esperado que a exposicdo a RANKL provocasse um
aumento significativo nos niveis de ROS no citosol, uma vez que é reportado a
necessidade de H»O: intracelulares para o desenvolvimento e bom funcionamento dos
osteoclastos (AlQranei et al., 2020; Marques-Carvalho et al., 2023). Acredita-se que a
resposta aos fatores de diferenciacdo possa ter influéncia do soro utilizado no meio de
cultura, que foi diferente neste ensaio. Mais ensaios sdo necessarios para se poder retirar
conclusoes.
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Figura 40 - Avaliacdo da produgdo de ROS mitocondrial e do stress oxidativo por acumulagdo
de ROS intracelular - de células RAW 264.7 ap6s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos
hidroetandlicos durante 72h, de 5 ou mais réplicas de 2 ensaios independentes, na presenca e/ou
auséncia de fatores de diferenciagdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de
diferenciagéo (B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na presenga de extratos e ambos
os fatores de diferenciagdo (D). Todos os ensaios estdo normalizados em % de controlo.

A avaliagdo por Western Blot das enzimas CAT e SOD2 também foi realizada
apos 72h de incubacdo com as condi¢fes de ensaio. Na Figura 41 , para a catalase,
observa-se por comparacdo ao controlo que a exposi¢do das células RAW 264.7 a
RANKUL é concordante com o resultado apds 24h (coluna A). J& a exposicado apenas aos
extratos (coluna B), ao comparar com o controlo, ndo demonstra alteragdes significativas
em relacdo a intensidade das bandas. Na coluna C, a presenca de extratos quando as
celulas sdo expostas a RANKL aumenta a intensidade das bandas o que se pode relacionar

com um aumento da quantidade de proteina, 0 que é concordante com os resultados
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observados ao fim de 24h. J& quando expostas a todas as varidveis (coluna D), a
intensidade da banda é superior na presenca dos 3 extratos o que pode indicar maior
quantidade de proteina. Assim, coloca-se a hipotese de que 0s extratos podem exercer um
efeito positivo na expressdo da catalase. No entanto, o0 mecanismo pelo qual atuam néo é
conhecido.

Relativamente a SOD2, ao comparar a coluna A, a exposi¢do a RANKL diminui
a intensidade da banda por comparacgéo ao controlo, mas a presenca de ambos os fatores
diminui mais ainda a intensidade da banda (vs. RANKL), o que se pode relacionar com a
quantidade de proteina expressa. Como a SOD2 se encontra na matriz mitocondrial, pode
colocar-se a hipétese de que tal pode ocorrer em resposta a uma diminuicdo da atividade

da CTE, que se pode relacionar com menor producéo de Oz

A ] 8 X c R 0
R+ R+E2+
C R E2R+E2ER UD UU ER UD UU ER UD UU

B R W Catalase (60 kDa)

s A - # SOD2 (22/25 kDa)

-

Ponceau

Figura 41 - Detecdo e avaliacdo qualitativa de enzimas antioxidantes, catalase e SOD2 em células
RAW 264.7 ap6s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos hidroetanélicos durante 72h.
Imagem representativa de 6 réplicas de 1 ensaio independente, na presenga e/ou auséncia de
fatores de diferenciacdo sem extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de diferenciacéo
(B); na presenga de extratos e do fator RANKL (C); na presenca de extratos e ambos os fatores
de diferenciacéo (D).

Na coluna B, quando as células sdo expostas aos extratos, a intensidade das
bandas relativas a SOD2 diminui significativamente, tal como observado ao fim de 24h.

O mesmo acontece nas colunas C e D, onde a sua intensidade diminui consideravelmente,
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mesmo em comparagdo com a exposi¢do apenas a RANKL. A exce¢do é observada nas
condigdes com RANKL e UU; RANKL, E2 e o extrato UU, o que n&o foi observado ao
fim das 24h, onde a intensidade da banda é maior. Ao se relacionar a intensidade da banda
com maior quantidade de proteina pode-se colocar a hipotese de que este extrato ndo tem
um efeito negativo na expressdo da enzima SOD2, o que ja ndo se demonstra possivel
para os extratos ER e UD. No entanto, a quantificagdo seria necessaria para se poder

confirmar a relacéo direta da intensidade das bandas e da quantidade de proteina.

A atividade da catalase foi avaliada ao fim de 72h (Figura 42), segundo o método
descrito por (Grilo et al., 2020), de forma a perceber, mais do que a existéncia da proteina,
0 seu desempenho e integridade sob as diferentes condi¢cdes. RANKL, ao estimular a
producgdo de ROS, tem como consequéncia inibir a atividade antioxidante e € descrito que
a atividade da catalase €é inibida pela estimulacéo da producdo e manutencao de H>O> por
RANKL (Marques-Carvalho et al., 2023). E2 atua na promocdo da atividade
antioxidante. Os dados obtidos ndo apresentaram significancia estatistica. Sera necessario
reavaliar a sua atividade e tentar perceber se a composicdo do meio de cultura pode ter
influéncia na resposta do ensaio.

Atividade da catalase
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Figura 42 - Avaliacdo da atividade da enzima catalase por reducdo de H-O- - de células RAW
264.7 ap6s exposicdo a RANKL e/ou E2 e/ou extratos hidroetanélicos durante 72h, de pelo menos
2 réplicas de 1 ensaio independente, na presencga e/ou auséncia de fatores de diferenciagdo sem
extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de diferenciacdo (B); na presenca de extratos e
do fator RANKL (C); na presenca de extratos e ambos os fatores de diferenciacdo (D). Todos os
ensaios estdo normalizados em % de controlo
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Na Figura 43 encontra-se a expressdo génica da enzima SOD1, obtida pela
quantificacdo de transcritos de PCR, ap6s 72h de incubacdo com as condicdes de ensaio.
N&o se verificam alteracOes significativas no grafico A. No gréafico B repara-se que a
presenca de extratos provoca um aumento da expressdao do gene da enzima, o que pode
indicar que a composic¢édo dos extratos pode regular positivamente a expressao de SOD1.
No gréafico C ndo se observa alteracdes da expressao (vs. RANKL) o que indica que 0s
extratos ndo exercem uma influéncia significativa quando as células estdo expostas a
RANKUL. Por fim, no gréafico D denota-se que a presenca de ER provoca um aumento de
expressdo do gene e UU diminui a sua expressdo, dados contrarios a expressdo do gene
ao fim de 24h. Assim, pode-se colocar a hipdtese de que estes extratos tem diferentes

efeitos na regulacdo da expressao da SOD1.

Expresséo génica SOD1
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Figura 43 - Avaliacdo da expressdo génica da enzima SOD1 de células RAW 264.7 apds
exposicao a RANKL e/ou E2 e/ou extratos hidroetandlicos durante 72h, de 3 réplicas de 1 ensaio
independente, na presenca e/ou auséncia de fatores de diferenciagdo sem extratos (A); na presenca
de extratos sem fatores de diferenciacéo (B); na presenca de extratos e do fator RANKL (C); na
presenca de extratos e ambos os fatores de diferenciacdo (D). A normalizacao foi feita com o gene
b2m ****p<0,0001; ***p<0,001; **p< 0,01 ;*p<0,05. Grafico A: preto — vs. Controlo; cinzento
—vs. RANKL
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V. Discussao

A medicina tradicional, aliada ao vasto patriménio vegetal, € muito predominante
na regido do Vale do Cda. A osteoporose, que é uma patologia associada a desregulacéo
da homeostase 0ssea encontra-se associada a fatores como a idade e altera¢gdes hormonais,
no caso de mulheres ap0s a menopausa. Assim, este estudo teve como foco a validacéo
cientifica dos métodos de extracdo reportados, decoccao e extracdao hidroetandlica, bem
como a avaliagdo do potencial dos extratos como abordagem terapéutica, com foco na
inibicdo da reabsorcdo Gssea excessiva.

A comparacdo de diferentes métodos de extracdo bem como dos diferentes
solventes extratores é fundamental pois influencia o tipo de compostos que séo extraidos
e permite entdo determinar a abordagem mais eficaz na obtencdo de extratos ricos em
compostos bioativos seguros. Neste estudo avaliou-se dois métodos de extracdo: a
decoccdo (D), que mimetiza a preparacdo tradicional de chas medicinais e a maceracao
hidroetandlica a 80% (EHA), que é realizada sem fonte de calor — o que permite a
preservacao de compostos termolabeis — em trés espécies endoégenas da regido e que se
encontram descritas com potencial antioxidante e promissoras ao objetivo do estudo:
Equisetum ramosissimum Desf. (ER); Urtica dioica L. (UD) e Urtica urens L. (UU). Foi
avaliada a sua extracao simples como descrita por Martins-Gomes et al., 2018 e Ziani et
al., 2019 e a sua extragdo exaustiva. O acompanhamento das extragdes por TLC permitiu
observar que os diferentes métodos de extracdo possibilitam a obtencdo de diferentes
compostos. O método de decoccdo permite a extracdo de compostos fendlicos,
identificados com fluorescéncia azul e 0 método de maceracéao hidroetandlica possibilita
a extracdo de compostos fenolicos e clorofilas, identificadas pela sua fluorescéncia
vermelha/laranja. No entanto a extragdo exaustiva ndo demonstrou extrair outros tipos de
compostos face a extragdo simples, exceto no caso de ER_EHA onde a extracéo exaustiva
permitiu a extracdo de alcaloides que se revelaram de natureza bastante polar, cuja
presenca foi avaliada nos extratos devido ao seu potencial citotoxico (Zhou et al., 2016;
Kwak et al., 2013). Assim, concluiu-se que a melhor relacdo custo-beneficio era obtida
pela extracdo simples uma vez que o rendimento de biomassa obtido pela extracdo
exaustiva ndo era significativo, a excecdo da extracdo de UD por decoccao.

A anélise por LC-DAD-ESI/MSn identificou compostos fenolicos presentes nos
extratos. Os extratos da espécie ER demonstraram maior teor de flavondides do que
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acidos fenolicos onde se identificaram principalmente, camferol e quercetina, como
descrito na literatura (Boeing et al., 2021; Shah et al., 2021). Os extratos da espécie UD
apresentam maior teor de acidos fendlicos do que flavondides. Foram identificados acido
clorogénico e derivados deste, acido cafeico e a forma esterificada de acido elendlico e
como flavonoides, apigenina, rutina e quercetina. Na espécie UU, os extratos apenas
revelaram a presenca de &cidos fendlicos como &cido ferdlico, clorogénico e derivados
deste. O acido clorogénico é reportado na literatura como um bom antioxidante e também
como agente de inibicdo da osteoclastogénese (Lu et al., 2020). Com foco no teor de
compostos fendlicos e na sua atividade antioxidante inerente foi realizada a sua
quantificacdo nos extratos, que se revelou baixa. A avaliac¢do foi realizada por LC-DAD-
ESI/MSn para o extratos obtidos por extracdo simples e espetrofotometricamente por FC
para esses e 0s obtidos por extracdo exaustiva. A quantificacdo por LC-MS revelou que
0 extratos obtidos por D apresentam menor teor de compostos fenélicos do que EHA. O
ensaio com o regente FC revelou o contrario. Em concordancia, ambos os métodos
verificaram que UD apresenta maior teor de compostos fendlicos entre as trés plantas.
Estas diferencas podem se verificar pela diferenca de sensibilidade e rigor dos ensaios,
onde a técnica por LC-MS é muito mais sensivel e realiza a quantificacdo com os padrdes
mais semelhantes aos compostos das amostras. O ensaio colorimétrico baseia-se na
reacdo redox com grupos hidroxilo, o que pode levar a sua reacdo com compostos de
outras classes. Nesta linha de raciocinio foi também avaliada a atividade antioxidante que
se apresentou baixa, em concordancia com o teor determinado. No entanto, a proporcao
entre o teor e a atividade antioxidante ndo se demonstra linear uma vez que 0s extratos
obtidos por extracdo exaustiva demonstraram maior teor de compostos fendlicos, em
comparagdo com 0s extratos obtidos por extracdo simples, mas a atividade antioxidante
revela-se superior em extratos obtidos por extracdo simples vs. exaustiva. Tal pode indicar
que a atividade antioxidante ndo € inteiramente resultante da presenca de compostos
fenolicos ou que a presenca de outros compostos pode mascarar e comprometer a acao
antioxidante dos compostos fendlicos. De forma a isolar os grupos de compostos
fenolicos nos extratos de outros compostos neles presentes, foi realizado o fracionamento
dos mesmos de acordo com a hipotese colocada, reavaliado o teor de compostos fenolicos
e a consequente atividade antioxidante de cada fragdo obtida. Denotou-se que o teor se
mantinha baixo, sendo que a fracdo 1 da espécie ER apresentou a melhor correlagéo entre

o teor fendlico e a respetiva atividade antioxidante. Ja a espécie UD apresentou essa
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correlagéo linear no extrato obtido por EHA, mas ndo por D. O mesmo ocorreu para a
espécie UU onde o teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante ndo se
demonstram diretamente relacionados. Tal pode dever-se a presenca de outras classes de
compostos como mencionada, que possam apresentar atividade antioxidante como é o
caso de clorofilas, o que se encontra reportado na literatura (Ebrahimi et al., 2023; Lanfer-
Marquez et al., 2005; Pérez-Gélvez et al, 2020), ou que possam mascarar a sua atividade.

Prosseguiu-se a avaliacao in vitro dos extratos obtidos por extracao simples, pelos
dois métodos. Esta decorreu em celulas precursoras de osteoclastos, os macrofagos RAW
264.7 (Kong et al., 2019), onde ao fim de 5 dias (tempo médio necessario a formacao de
osteoclastos maduros nesta linha celular) se observou que os extratos hidroetandélicos de
ER e UD néo apresentaram toxicidade na concentracdo maxima testada (1 mg/mL) e UU
ndo apresentou toxicidade até a concentracdo de 0,125 mg/mL. Os extratos aquosos
provocaram a inibi¢do da atividade metabolica das células ao fim de 5 dias, mas ndo a
morte celular neste periodo. Tal disparidade pode ser explicada pela composicao dos
extratos criar condicGes de stress das células e a resposta ao estimulo pode ser minimizar
0 consumo energético, incluindo a diminuicdo dos processos metabdlicos, sem levar
necessariamente a morte celular. No entanto, ha necessidade de mais estudos para
entender 0s mecanismos subjacentes a este comportamento. Seria aqui necessario a
avaliacdo de enzimas desidrogenases para clarificar esta hipotese. Com base nestes
resultados, os ensaios de diferenciacdo prosseguiram com a concentracdo maxima nao
toxica dos extratos hidroetanolicos. A avaliacdo da capacidade de acdo dos extratos na
osteoclastogénese e no desenvolvimento de osteoclastos maduros foram avaliadas por
marcacdo de uma enzima especifica destas células e observadas por microscopia.
Observou-se a total inibicdo por parte do extrato UD e quando expostos a ER e UU houve
formagéo de osteoclastos, mas nédo a sua total maturacdo. Esta acdo pode ser relacionada
com a presenca de acido clorogénico, como reportado na literatura (Lu et al., 2020) que
foi identificado nos extratos UD e UU, no entanto Sdo necessarios estudos mais
aprofundados para tal se poder concluir.

Como esta reportada a correlagdo entre a atividade mitocondrial e a
osteoclastogénese, uma vez que o processo de diferenciacdo celular requer a alteracdo do
seu metabolismo (Da et al., 2021; Yan et al., 2023), para que as células tenham energia
suficiente para se proliferarem e diferenciarem, foi avaliada a respiragédo mitocondrial das

celulas expostas as condicBes de ensaio ao fim de 24h. N&o se notaram alteragdes no
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consumo de oxigenio mitocondrial, pardmetro que se correlaciona com a atividade das
NOXs. A respiracdo basal sofreu alteracbes na presenca dos extratos em relagéo ao
controlo e na presenca de UD e UU em simultaneo com RANKL o que pode indicar que
a atividade da CTE diminui na presenca dos mesmos, como forma de resposta ao stress
provocado pela alteracdo de ambiente. O extrato ER demonstrou influéncia sobre a
capacidade de resposta da CTE em condigdes de stress, diminuindo-a. O mesmo se
observou para o extrato UD em conjunto com RANKL, onde hd uma diminuicdo da
atividade da CTE, o que se pode dever a composicdo de UD. A presenca dos extratos
também demonstrou alterar o consumo de O associado & manutencdo do gradiente ao
diminuir os niveis de H* no espaco intermembranar, que resultam da atividade da CTE,
mas sao independentes da atividade da ATPsintase. Isto pode menor atividade da CTE.
Na presenca de extratos e RANKL observa-se 0 mesmo comportamento 0 que permite
colocar como hipotese que os extratos inibem a atividade da CTE por inibir o estimulo
provocado por exposicdo a RANKL para os extratos, mas tal inibicdo também pode
significar uma disfuncéo da respiracédo celular. Para isto, sdo necessarios mais estudos de
forma a tirar elacGes sobre este comportamento, que também foi observado na atividade
da ATPsintase. A capacidade das células de responder a situacGes de stress ndo revelou
alteraces significativas. Apds 24h de incubagdo também se avaliou a producdo de ATP
nas células onde se observou, como esperado um aumento aquando estimuladas por
exposicdo a RANKL e uma diminui¢do quando expostas a RANKL em conjunto com E2.
A exposicao aos extratos quando estimuladas por RANKL provoca uma diminuicéo da
producdo de fonte de energia, que mais uma vez pode dever-se a inducdo de stress ou a
influéncia na atividade da CTE, nomeadamente sobre o complexo I. De notar que quando
as células se encontram expostas a RANKL e E2, a adicdo do extrato UD provoca uma
diminuicdo dos niveis de ATP produzidos. Isto pode indicar um mecanismo de agdo do
extrato independente de E2, no entanto mais estudos Sdo necessarios para se comprovar
tal efeito.

A mesma avaliacdo da respiracdo mitocondrial foi realizada ao fim de 72h onde
se observaram diferencgas significativas. Tal como esperado, a respiragdo basal e o
consumo de oxigenio ndo mitocondrial, aguando a exposicdo a RANKL é muito superior,
0 que se pode associar a atividade das NOXs, presentes na matriz citosélica e
responsaveis pela formacdo de ROS (Marques-Carvalho et al., 2023). Também se

observa que ha influéncia na atividade relativa a formacdo de ROS quando as células se
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encontra expostas a RANKL e E2, mas ainda ndo é conhecido de que forma E2 afeta os
niveis destas espécies nas células. Foi observado que a adicdo de extratos a células
estimuladas por RANKL também diminui este consumo ndo mitocondrial de oxigénio.
Tal pode ser indicativo que 0s compostos presentes nos extratos podem atuar como
agentes de captacao de radicais ou como inibidores da atividade enzimatica de NOXs,
mas ndo é possivel retirar conclusdes sem mais estudos concretos. Mais uma vez, na
presenca de RANKL e E2 as espécies da familia Urticaceae provocaram alteracfes neste
caso pelo aumento do consumo de oxigénio. Na capacidade de respiracao basal, confirma-
se a robustez mitocondrial em células estimuladas por RANKL. Denotou-se o extrato UU
diminui esta resposta o que pode mais uma vez ser indicativo de um efeito de stress ou
inibicdo da atividade da CTE. A presenca dos extratos com RANKL provoca uma
diminuicdo da respiracdo, o que pode ser devido a stress celular ou a acdo de inibi¢do do
efeito de RANKL. A capacidade de resposta celular a condi¢cdes de alta demanda
energética demonstra-se aumentada na presenca de RANKL inibida na presenca de E2 e
RANKL em simultaneo, como expectavel. A presenca dos extratos UD e UU em
comparagdo com o controlo e de todos os extratos em simultaneo com RANKL diminui
a atividade da CTE. J4 a disrupcdo do potencial de membrana (proton leak) apresenta
diferencas para a exposicdo das células ao extrato UU. Na exposicdo de RANKL e
extratos, a diminuicdo é observada no caso do extrato ER. Na presenca de RANKL e E2,
a adicdo dos extratos UD e UU provoca um aumento, o que coloca como hipotese que 0s
mesmos ndo comprometem a atividade da CTE. Como esperado observou-se ainda que a
adicdo de E2 e RANKL simultaneamente, provoca a diminui¢do deste parametro (vs.
RANKL). A producdo de ATP associado a atividade da ATPsintase demonstra-se
concordante. Em relacdo ao controlo, UU diminui a atividade da CTE, o que pode resultar
de uma possivel inibicdo da atividade do complexo I. Aquando expostas a RANKL e
extratos, todos eles culminam na diminuigéo da atividade da ATPsintase (vs. RANKL),
0 que pode revelar uma inibicdo sobre a atividade da CTE, como E2. Na presenca de
RANKL e E2, UD e UU provocam um aumento da sua atividade. Por fim a capacidade
de resposta das celulas em situacfes de stress revela uma diminuigcdo na presenca dos
extratos UD e UU, o que pode estar de acordo com a ideia de que estes tém um papel
inibitorio da atividade da CTE. A adigdo de extratos a células expostas a RANKL também
demonstra diminuir este parametro — que é estimulado pela adi¢do do fator - tal como

ocorre apos a adicdo de E2 a RANKL (por comparacdo apenas a RANKL) (Kim et al.,
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2020; Marques-Carvalho et al., 2023). Tudo isto carece de mais estudos de modo a avaliar
0 tipo de comportamento que o0s extratos exercem sobre as células e quais as
consequéncias exatas da sua influéncia.

Tendo em conta a relevancia das ROS na formacdo e atividade osteoclastica
(Marques-Carvalho et al., 2023), a avaliagdo da atividade antioxidante in vitro foi
realizada ao fim de 24h, 48h e 72h e incluiu a producdo de ROS mitocondrial e no citosol,
este definido como stress oxidativo; a detecdo da expressao de proteinas das enzimas
catalase e SOD2, a expressao génica da enzima SODL e a atividade da enzima catalase.

Ap06s 24 horas, notou-se um aumento da producdo de Oz * mitocondrial, que
resulta da atividade dos complexos | e 111, que é estimulada na presenca de RANKL. A
presenca dos extratos ER e UD também provocaram aumento dessa espécie. No entanto,
quando as células foram expostas a RANKL, a presenca dos extratos ER e UU provocou
uma diminuicdo do seu teor, o que pode estar ligado a diminuicdo da atividade do
complexo | por parte dos extratos, mas néo € possivel retirar conclusdes sem mais estudos.
No citosol, o estimulo induzido por RANKL aumentou a producdo de ROS, associadas a
maior atividade das NOXs. A exposicdo a RANKL e aos extratos resultou numa
diminuicdo das ROS, possivelmente devido a agdo antioxidante dos compostos dos
extratos ou a inibicdo das enzimas citosélicas. Quando expostas a RANKL e E2, a adicdo
dos extratos UD e UU diminuiu a producao de espécies reativas, possivelmente devido a
presenca de &cido clorogénico e dos seus derivados, descritos pela sua atividade
antioxidante, o que pode reforcar uma forma de acédo independente de E2 (Lu et al., 2020).

Na avaliacdo apds 48 horas, 0s niveis de Oz * aumentaram com a exposi¢do a
RANKL e diminuiram na presenca de E2, como esperado. Observou-se que ER provoca
um aumento desta espécie e que os extratos provocam uma diminuicdo destes niveis
aquando a exposic¢do das células a RANKL em simultaneo. Tal pode indicar a influéncia
dos extratos numa menor atividade dos complexos I e I11.

O nivel de ROS citosolico ndo demonstrou alteracbes com a presenca dos
extratos, apenas no parametro de exposicdo a RANKL que aumenta e a RANKL+E2 que
diminui em relacdo a RANKL, como esperado. Também se avaliou o stress oxidativo
intracelular ap6s 72h de incubacéo onde ndo se observou diferencas significativas. Seria
esperado que a exposicdo a RANKL provoca-se um aumento neste parametro, o que ndo

se observou. Acredita-se que as alteragcdes do meio de cultura possam ter influenciado a
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resposta celular aos fatores de diferenciacdo, para tal se confirmar ser& necessario repetir
este ensaio.

A detecdo de proteinas constituintes das enzimas SOD?2 e catalase foi avaliada ao
fim de 24h onde se notou menor intensidade da banda de SOD2 na presenca de extratos,
0 que pode indicar um efeito negativo dos extratos sobre a mesma, em particular na
presenca de ER, que se manteve baixa na presenga e auséncia dos fatores de
diferenciacdo. As bandas na presenca dos extratos UD e UU e dos fatores de diferenciacédo
apresentam mais intensidade em comparacao as restantes condi¢cbes com os extratos, o
que pode reforcar a ideia de atuarem por uma via independente de E2. Encontra-se
descrita na literatura, a correlagdo da presenca de RANKL e na diminui¢do da catalase, 0
que foi observado (Marques-Carvalho et al., 2023). No entanto, a adi¢cdo de extratos, na
presenca de RANKL, demonstra um aumento da expressao de catalase, o que pode indicar
que os extratos podem regular positivamente a expressdo da enzima. A expressao génica
da SOD1 néo registou alteracGes na presenca de extratos nem dos mesmos em conjunto
com RANKL, mas notou-se que houve um aumento da expressao na presenca de RANKL
e a diminuicdo da mesma na presenca de RANKL e E2. Também na presenca dos dois
fatores, a adicdo de ER e UU alterou a expressdo génica da enzima. Ainda nao é
conhecido a forma como RANKL possa atuar na expressao da enzima SOD1 mas sabe-
se que esta se encontra no citosol, tem como funcgdo a reducdo de Oz * a H20-, espécie
muito relevante para o funcionamento dos osteoclastos (Austermann et al., 2019;
Marques-Carvalho et al., 2023). A mesma avaliacdo foi realizada ao fim de 72h.
Relativamente a CAT, ha um aumento da intensidade das bandas na exposicdo a extratos
e a RANKL o que pode indicar um efeito positivo destes da sua expressdo. O mesmo
ocorre quando expostas aos extratos, RANKL e E2 em simultaneo. Tal como ao fim de
24h, observa-se uma diminuicdo da intensidade da banda relativa a proteina da SOD2 na
presenca de extratos e que a adigdo dos mesmos em conjunto com RANKL provoca um
aumento de intensidade da banda, que se pode relacionar com o0 aumento da expresséo da
SOD2. De notar o aumento da intensidade da expressédo de SOD2 exposta a RANKL e
E2, na presenca de UU. No entanto, a atividade da SOD?2 relaciona-se com a SOD1 uma
vez que ambas reduzem a espécie O2 " a H20», apesar de se encontrarem em locais
diferentes. Na avaliacdo da expressdo geénica da enzima SOD1 observou-se que a
presenca de extratos aumenta a sua expressdo génica, o que pode indicar uma regulacao

positiva por parte destes sobre a expressdo da enzima. J& na presenca de RANKL e E2, a
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adicdo de ER aumenta e UU diminui a expressdo génica da SOD1. Apesar disto, mais
estudos sdo necessarios para avaliar as suas consequéncias na atividade da mesma. A
avaliacdo do racio SOD/GPx (superdxido dismutase/ glutationa peroxidase também seria
uma abordagem interessante, uma vez que as GPx tem atividade antioxidante ao reduzir
H>O> a &gua, enquanto contribuem para a manutencdo da camada lipidica (Austermann
et al., 2019). Ao fim de 72h foi ainda avaliada a atividade da enzima catalase. E
expectavel, de acordo com a literatura (Marques-Carvalho et al., 2023) que a sua atividade
seja inibida pela presenca de RANKL, mas tal ndo se observou. Sera necessario reavaliar
este estudo e também compreender de que forma a atividade das enzimas SOD1 e SOD2

séo influenciadas nas mesmas condigoes.
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VI. Conclusao

Em concluséo, grande parte dos objetivos definidos foram atingidos. O objetivo deste
estudo foi investigar o potencial dos extratos de plantas de espécies do Vale do Céa como
abordagem terapéutica para a osteoporose, com foco na inibicdo da reabsorcéo dssea.
Foram avaliados dois métodos de extracdo, decoc¢do e maceracdo hidroetanolica e duas
metodologias: simples e exaustiva, para obter extratos ricos em compostos bioativos, com
foco em compostos fendlicos. Os resultados indicam que a decoc¢do produz extratos com
maior rendimento. A maceracgdo hidroetandlica a 80% mostrou-se eficaz na extracdo de
compostos fenolicos e clorofilas. Os diferentes métodos revelaram extrair compostos
diferentes, onde EHA mostra extrair maior diversidade de compostos. Mais se conclui
que em geral, a extracdo exaustiva ndo demonstrou uma relacdo custo-beneficio
favoravel, exceto em duas condi¢des. No entanto, o esclarecimento da composicao total
dos extratos ainda carece de mais estudo para avaliar todos 0s compostos extraidos, além
dos fendlicos. As andlises por LC-DAD-ESI/MSn revelaram a presenca de compostos
fendlicos, como &cido clorogénico, &cido ferdlico, quercetina e camferol, nos extratos das
diferentes espécies. Em geral, os extratos apresentam um teor de compostos fenolicos
baixo e atividade antioxidante concordante. A avaliacdo in vitro demonstrou o efeito
inibitdrio na diferenciacdo de osteoclastos, onde o extrato UD demonstrou total inibicéo
da sua formacdo. Além disso, os extratos mostraram influéncia na respiragdo mitocondrial
e na producéo de ROS, o que pode sugerir a sua influéncia na modulagdo do metabolismo
e na producao energética. O mesmo comportamento também se verificou em relacéo ao
stress oxidativo. Apesar de a sua composicdo revelar baixo teor de compostos fendlicos,
0s mesmos parecem demonstrar atividade in vitro, um modelo muito mais sensivel e
complexo, o que pode revelar um papel promissor na regulacdo da homeostase dssea.
Com isto, é necessario ressaltar que sdo necessarios mais estudos para compreender
completamente 0s mecanismos subjacentes aos efeitos inibitorios observados, uma vez
que a avaliacdo de marcadores celulares e da atividade antioxidante se encontra pouco
conclusiva. Os mecanismos de acdo dos extratos bem como os compostos com maior
relevancia na inibicao, necessitam de estudos mais imersivos de modo a poder-se retirar
conclusdes sobre os extratos enquanto possivel abordagem terapéutica no tratamento da

osteoporose.
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VII. Perspetivas Futuras

Todos os ensaios realizados sdo bastante preliminares, exigindo este estudo uma
avaliacdo muito mais extensa, quer a nivel fitoquimico, quer a nivel biologico. Assim, é
necessario avaliar outras classes de metabolitos presentes na composicéo dos extratos, de
forma a perceber-se a sua composicdo completa e com isto as possiveis atividades
bioldgicas que podem exercer. Tal clarificacdo deve ser realizada por métodos analiticos
muito mais sensiveis. Da mesma forma, com base na literatura, seria interessante avaliar
o teor de silica presente nos extratos, avaliacdo que pode ser feita por ICP-OES. Desta
forma, também é possivel realizar, em maior escala, um fracionamento seletivo com
técnicas como cromatografia em coluna, que permite a eluicdo por gradiente.

A nivel biol6gico é necessério realizar mais ensaios independentes para conferir
maior robustez aos resultados. Também seria interessante avaliar por Western Blot e gt-
PCR a expressdo e quantificacdo de todos os complexos da CTE. Seria ainda relevante
avaliar a expressdo de marcadores celulares de osteoclastos como a catepsina K e TRAP
por qt-PCR e também a expressdo de recetores de estrogénio. Era interessante avaliar a
atividade do complexo I na presenca dos diversos extratos de modo a comparar com 0
efeito exercido pelo estrogénio. Também é necessario, para completar a avaliacdo
antioxidante, realizar a avaliacdo do anido superoxido ao fim de 72h e avaliar a atividade
de mais enzimas antioxidantes como a SOD2 e SOD1, em complemento a analise ja
realizada da atividade da catalase.

Né&o descurando os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade, sera necessario
reavaliar e prosseguir os estudos com os extratos obtidos por decoccdo para tentar
compreender exatamente 0s compostos quimicos dos mesmos que tenham provocado
comportamentos tdo distintos na atividade metabdlica das células, em comparacdo aos
extratos hidroetandlicos. Por fim, apds a avaliagdo dos extratos, seria interessante avaliar
0 comportamento das células na presenca de fracOes destes extratos de forma a avaliar a
influéncia do teor de compostos fenolicos e a atividade terapéutica bem como o0s

sinergismos existentes entre 0s compostos presentes nos extratos.
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Anexos

Anexo 1 — Andlise do perfil fendlico dos extratos por LC-DAD-ESI/MSn

O perfil fenolico dos extratos aquosos e hidroetandlicos foi obtido pela dissolugéo
numa solucéo de metanol: agua (80:20, v/v). A analise cromatografica foi realizada por LC-
DAD-ESI/MSn (Dionex Ultimate 3000 UPLC, Thermo Scientific, CA, EUA), sendo
realizadas as condicdes descritas em Bessada et al., 2016.

A detecéo online dupla foi realizada num espetrémetro de massa com uma fonte
de ionizagdo por eletrospray (ESI) acoplado ao sistema de cromatografia liquida de alta
desempenho (HPLC) através da saida de detecdo da matriz de diodos (DAD) para a qual
foram usados os comprimentos de onda de 280 nm e 370 nm. A detecéo do espetrometro de
massa foi realizada num espetrometro de massa Linear lon Trap LTQ XL (ThermoFinnigan,
San Jose, CA, EUA) em modo negativo. A identificacdo dos compostos fenolicos foi
realizada com o uso de compostos padrdo, sempre que possivel, por comparacdo de
parametros como tempo de retencdo, UV-vis, espectros de massa, bem como por
comparagao dos dados obtidos com os descritos na literatura, numa tentativa de identificagéo
(Ziani et al., 2019).

A analise quantitativa foi realizada através da construcdo da curva de calibracao de
cada padrdo fendlico disponivel, com base no sinal detetado por UV. No caso de compostos
identificados sem padréo descrito na literatura, a quantificacédo foi feita por meio da curva
de calibracdo do padrdo mais semelhante disponivel na literatura. Os resultados foram

expressos em mg/g de extrato (Ziani et al., 2019).
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Tabela A 1 - Composicao fendlica dos extratos obtidos por extracdo simples da espécie Equisetum ramosissimum Desf. (ER) obtidos por decoccéo (D) e
maceracdo hidroetandlica (EHA) por LC-DAD-ESI/MSn. nd — ndo detetado

ER_EHA ER_D ER_ EHA ER_D
Pico Rt (min) Amax (nm) Composto ID [M-H] (m/z) |\/|s2 (m/z) Concentragédo mg/g
1 5,08 513 246,271sh,352 771,00 MS2:609(100). 6,59 4,61

. . . . MS3:429(100),285(53)
Camferol-O-dihexosil-O-dihexosido MS2:609(100)
2 5,93 575 246,271sh,352 771,00 MS3:429(100) 285(35) 0,99 0,60
Quercetina-O-dihexosil-O- MS2:625(100).
3 6,36 6,31 264,301,328 dihexosido 787,00 MS3:463(100),301(79) 0,35 0,36
4 6,70 6,73 284,00 Hexosido de acido ferulico 355,00 MS2:193(100),178(18) 0,13 0,06
ferol-O-h il-O-acetil-
5 7.8 7,87 266,248 Camierol-O-hexosil-O-aceti 813,00  MS2:651(100)285(34) 0,24 0,16
dihexosido
6 8,25 8,27 284,00 Hexosido de acido ferulico 355,00 MS2:193(100),178(23) 0,33 0,20
7 10,68 10,64 266,307,327 Cupressuflavona 537,00 MS2:375(100),195(34) 0,73 0,66
. . . i MS2:609(100).
8 1511 1512 246,271sh,352 Camferol-O-dihexosil-O-dihexosido 771,00 MS3:429(100) 285(98) 0,64 0,37
9 16,57 16,57 347,00 Camferol-O-dihexosido 609,00 MS2:285(100) 1,59 1,59
10 17,29 17,27 324,00 Acido fertlico 193,00 MS2:178(34),134(100) 0,00 0,02
11 20,99 345,00 Camferol-O-acetil-dihexosido 651,00 MS2:609(65),285(100) 0,08 nd
TPA (Total acidos fenolicos) 0,47 0,28
TF (Total flavondéides) 11,23 8,34
TPC (Total compostos fenélicos) 11,69 8,62
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Tabela A 2 - Composicéao fendlica dos extratos obtidos por extracdo simples da espécie Urtica dioica L. (UD) obtidos por decoc¢do (D) e maceracao
hidroetandlica (EHA) por LC-DAD-ESI/MSn. nq — ndo quantificado

UD_EHA UD_D

UD_EHA UD_D

. . Amax [M-H] ) Concentracgéao
Pico Rt (min) (nm) Composto ID (m/2) MS? (m/z) ma/g

1 693 Acido 4-Caffeoil-5-p- _ 0,73

4 6,84 318 coumaroilquinico 499 MS2:353(100),163(2) 1,46

2 7,82 321 Acido 5-O-Caffeoilquinico 353 MS2:191(100), 179(82),135(12) 921

5 10,32 a ' ’ ’ 4,87

3 10,17 . : . 0,39

334 Apigenina-C-dihexosido 593 503(35),473(100),353(22),297(5)

6 9,98 0,82

4 10,74 © . : 1,70

. 10,32 328 Acido cafeico 179 135(100) 103

5 16,84 Glicosido de &cido elendlico (metil _

10 16,85 270 e n 403  MS2:241(5),223(100),179(28),135(5) nq

6 17,90 . - _ 0,69

1 17.77 353 Quercetina-3-O-rutinosido 609 MS2:301(100) 0.63

7 20,53 . . : _ 0,50

13 20,27 328 Quercetina-O-acetil-hexosido 505 MS2:301(100) 0.66

8 21,20 Luteolina-O-deoxihexosil- _ 0,49

14 21,01 337 hexosido 593 MS2:285(100) 0,65

9 26,23 . : . 0,60

15 26,04 353  Isorhamnetina-O-acetil-hexosido 519 MS2:315(100) 0.60
TPA (Total acidos fendlicos) 11,64 7,36

TF (Total flavonoides) 2,67 3,36

115



TPC (Total compostos fenolicos) 14,31 10,72

Tabela A 3 - Composicdo fendlica dos extratos obtidos por extracdo simples da espécie Urtica urens L. (UU) obtidos por decoccdo (D) e maceragédo
hidroetanélica (EHA) por LC-DAD-ESI/MSn

UU_EHA UU D UU_EHA UU_D
] ] Amax
Pico Rt (min) (nm) Composto ID [M-H] (m/z) MS? (m/z) Concentracdo mg/g
nm
Acido 4-Caffeoil-5-p-
1 6,93 7,52 318 o 499 MS2:353(100),163(2) 0,56 0,36
coumaroilquinico
2 7,82 7,8 321  Acido 5-O-Caffeoilquinico 353 MS2:191(100), 179(82),135(12) 3,28 0,36
3 10,74 10,01 328 Acido cafeico 179 135(100) tr

4 1388 1387 326  Acido 5-O-Feruloilquinico 367  MS2:193(10),191(100),173(14),149(25) 0,04 0,05

Acido hidroxidihidrocaffeoil
5 18,99 18,97 ) . 533 MS2:515(5),371(100),353(98),191(10) 0,59 0,55
glucosil)quinico

TPC (TPA) /Total compostos fendlicos(Total acidos
. 4,50 1,32
fenolicos)
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Anexo 2 — Andlise do perfil metabodlicos celular por Seahorse XF
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Figura A 1 - Perfis metabodlicos celulares obtidos por Seahorse XF em células submetidas a
condicdes de ensaio por 24h. Analise do racio do consumo de oxigénio (esquerda) e do racio de
acidez do meio extracelular (direita) na presenca e/ou auséncia de fatores de diferenciacdo sem
extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de diferenciacdo (B); na presenca de extratos e
do fator RANKL (C); na presenca de extratos e ambos os fatores de diferenciacdo (D).
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Figura A 2 - Perfis metabodlicos celulares obtidos por Seahorse XF em células submetidas a
condicdes de ensaio por 72h. Analise do racio do consumo de oxigénio (esquerda) e do racio de
acidez do meio extracelular (direita) na presenca e/ou auséncia de fatores de diferenciacdo sem
extratos (A); na presenca de extratos sem fatores de diferenciacdo (B); na presenca de extratos e
do fator RANKL (C); na presenca de extratos e ambos os fatores de diferenciacdo (D).
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