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RESUMO

A Cymbopogon citratus é uma planta nativa da india e as suas folhas sdo utilizadas na
gastronomia tradicional, consumidas como uma bebida aromatica e utilizadas na medicina
popular. Os extratos desta planta demonstraram, entre outras, atividade antioxidante podendo
ser utilizadas na prevencao do cancro. Contudo, o seu potencial terapéutico no cancro ndo esta
esclarecido.

Assim, com este trabalho pretende-se estudar o potencial terapéutico do C. citratus em
leucemias, nomeadamente na Leucemia Promielocitica Aguda (LPMA), assim como alguns
dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade.

Para o efeito, as células HL-60, obtidas de um doente com LPMA, foram cultivadas na
auséncia e na presenca de varios extratos polifendlicos de uma infusdo de C. citratus, a
diferentes concentracGes e por diferentes periodos de tempo. A proliferacdo e a viabilidade
celular foram avaliadas pelo IC50 recorrendo ao teste do azul de tripano. O tipo de morte
celular foi analisado por microscopia Gtica e citometria de fluxo (CF) com anexina V e IP.
Alguns dos mecanismos moleculares envolvidos na citotoxicidade induzida pela C. citratus
foram avaliados por CF nomeadamente a expressao das proteinas reguladoras da apoptose, as
proteinas BCL-2, BAX, FAS, FAS ligando, Caspase 3 e p53. A participa¢do da mitocéndria e
do stress oxidativo foi analisada por CF, através da determinacdo do potencial de membrana
mitocondrial (ymit) recorrendo a sonda fluorescente JC1, pela producéo de espécies reativas
de oxigenio (ROS) utilizando as sondas DCFH,-DA e DHE, e dos niveis de glutatido
reduzido (GSH) através do Alanjado de Mercurio.

Os nossos resultados preliminares mostram que a infusdo desta planta induz diminuicdo na
viabilidade das células HL-60, de modo dependente da concentracao, do tempo de incubacéo,
e da fragdo polifendlica, com IC50 entre 50 e 250 mg/ml, apos 48h de incubacdo. A apoptose

observada pode ser mediada pelo aumento de caspase 3 e FAS ligando. Estes resultados



foram confirmados por microscopia Gtica, observando caracteristicas morfoldgicas tipicas de
morte celular por apoptose. Por outro lado, estes compostos induzem aumento da expresséo
intracelular de anido superdxido, diminuicdo da expressdo de GSH e perda de potencial de
membrana mitocondrial, sendo estes efeitos dependentes do tipo de fracéo.

Assim, 0 nosso estudo sugere que os extratos polifendlicos da infuséo de C. citratus poderédo

ser uma nova opcao terapéutica na LPMA.

PALAVRAS-CHAVE

Cympogon citratos; Leucemia Promielocitica Aguda; Apoptose; caspase; disfuncao
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ABSTRACT

Cymbopogon citratos is a native herb from India and its leaves are used in traditional cuisine,
as aromatic drinks and in popular medicine. Extracts from this herb leaves have demonstrated,
among others properties, efficiency against oxidative damage that could be used in cancer

prevention. However, the therapeutic potential in cancer is not clear.

Therefore, the aim of this work is to evaluate the potential therapeutic of C. citratus in
Leukemia, in particular Acute Promyelocytic Leukemia (APL), and understand some of the
cytotoxic mechanisms involved.

For this purpose, HL-60 cell line, obtained from an APL patient, was cultured in absence and
presence of C. citratus initial infusion and several polyphenolic extracts, for different periods
of time.

Cell growth and viability were evaluated by the Trypan Blue assay and the efficacy of the
drugs determined by the ICso. Cell death analysis was performed by morphological studies
and by flow cytometry (FC), using annexin-V/propidium iodide incorporation. The
mechanisms involved in C. Citratus cytotoxicity were analyzed by flow cytometry through
the expression of proteins involved in apoptotic pathways, namely BCL-2, BAX, FAS, FAS
ligand, Caspase 3 and p53. The mitochondria function and oxidative stress evaluation were
analyzed by FC, through the determination of mitochondria membrane potential (ywmit) using
JC1 fluorescent probe, by the ROS production using DCFH,-DA e DHE fluorescent probe,
and GSH levels using the Mercury Orange fluorescent probe.

Our preliminary results show that C. citratus induces a decrease in HL-60 cell viability in a
dose, time and fraction composition dependent manner, with an 1C50 values ranging from 50
to 250 ug/ml, after 48h of incubation. Caspase 3 and Fas ligand may be involved in apoptotic

cell death.



The results were confirmed by optic microscopy with observation of apoptotic cell death
morphologic changes. In the other hand, these compounds induce increasing superoxide anion
expression, decreasing GSH levels and loss of mitochondria membrane potential, in a fraction

composition dependent manner.

In summary, C. citratus polyphenolic extracts may be a new therapeutic option for treatment

of APL.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Aynit - Potencial de membrana mitocondrial

AKT - Proteina cinase B

AR - recetor de androgénios

ATRA - Acido all-trans retindico

Cy1 - Extratos polifenolicos de uma infusdo de Cimbopogon citratus

DCFH-DA - Diclorofluores cin diacetato

DHE - Dehidrocostuslactona

ER - recetor de estrogénios

FAB - French-American-British

FacF - Fracdo de acidos fendlicos

FF - Fracdo de fendis

FITC - isotiocianato de fluoresceina

FT - Fracdo de taninos

GSH - Glutatido reduzido

ICso — concentragdo de fArmaco capaz de reduzir a viabilidade celular em 50%

IP - lodeto de Propideo

LMA - Leucemias miel6ides agudas

LPMA - Leucemia promieldcitica aguda



MAPK - Proteina cinase activada por mitogénios

MIF - Média de Intensidade de fluorescéncia

NF- kB - Factor nuclear kappa B

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PARP - Poli-ADP-ribose proteolitica

PBS - Solucao salina de tampao fosfato

PE - Ficoeritrina

ROS - Espécies reativas de oxigénio,

RPMI - Roswell Park Memorial Institute

TCC - American Type Culture Collection



1. INTRODUCAO

O reconhecimento das propriedades terapéuticas das plantas remontam a antiguidade e,
recentemente, tém despertado um considerdvel interesse na comunidade cientifica. Varios
estudos tém demonstrado que os compostos presentes nas frutas e nos vegetais podem
interferir em multiplas vias de sinalizacdo celular, modulando vias de proliferacéo,
sobrevivéncia e apoptose. Estes compostos tém sido recomendados na prevencao de doengas
cronicas como o cancro, mas a atividade molecular dos seus constituintes ativos ainda nao é
clara.YEstudos in vitro e in vivo, realizados em modelos animais, tém demostrado que varios
agentes quimiopreventivos naturais exercem um efeito inibidor na carcinogénese e na
progressdo tumoral. Acredita-se que estes efeitos sdo mediados pela regulacdo de vias de
sinalizacdo celular, nomeadamente atraves da modulacéo de proteinas e fatores de transcricdo
como o fator nuclear kappa B (NF- kB), a proteina cinase B (AKT), a proteina cinase ativada
por mitogénios (MAPK), p53, recetor de androgénios (AR) e recetor de estrogénios (ER). A
modulacdo destas vias de sinalizacdo celular ativam sinais de morte celular e induzem
apoptose em células pre-cancerigenas e cancerigenas, resultando na inibicdo do
desenvolvimento e progressdo do cancro. No entanto, sdo necessarios mais estudos in vivo e
in vitro para compreender melhor os mecanismos moleculares de a¢do dos compostos naturais

como agentes quimiopreventivos.?

A Cymbopogon citratus (DC) Stapf, Poaceae — Gramineae, é uma planta nativa da India e as
suas folhas sdo utilizadas na gastronomia tradicional, consumidas como uma bebida aromatica
e utilizadas na medicina popular.®

A infusdo de folhas de C. citratus ou os flavondides extraidos das folhas de C. citratus
constituem, potencialmente, uma importante fonte de compostos com efeitos benéficos para a
satide humana.®’Estes constituintes tém sido utilizados, nomeadamente, como agentes anti-

hipertensivos e anti-espasmédicos.® ® Em varios paises a C. citratus é utilizada no tratamento
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de quadros febris e como sedativos. Estudos epidemiologicos tém sublinhado a importancia
dos polifendis no tratamento de doencas degenerativas e cardiovasculares.® Estudos com
extratos de folhas de C. citratus demonstraram que 0s seus constituintes apresentam atividade
diuretica, vasorelaxante, hipotensiva e anti-inflamatdria, sendo eficazes na prevencédo da lesdo
oxidativa através das suas propriedades quimioprotetoras.® " ® No entanto, as propriedades
anticancerigenas da C. citratus nao estdo estudadas.

A atual classificacdo das Leucemias mieloides agudas (LMA) utiliza a classificacdo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS),® que inclui diferentes grupos biologicamente
distintos com base nas manifestacdes clinicas e nas anomalias citogenéticas e moleculares,
além da morfologia. A classificagio da OMS é a primeira classificagdo da LMA que
incorpora informacg@es genéticas (cromossomicas e moleculares). A LMA-M3 de acordo com
a classificagdo French-American-British (FAB) é atualmente classificada como LPMA
(Leucemia promieldcitica aguda), com base na translocacdo t(15;17)(q22;912) ou do produto
do gene de fusao, a proteina PML/RAR0."?

O acido all-trans retindico (ATRA) e quimioterapia concomitante a base de antraciclina é um
dos tratamentos mais efetivos da LPMA, resultando em taxas de remissdo completa de 90 a
95%.Tendo em vista o0 progresso realizado na LPMA, resultando em altas taxas de cura, as
metas terapéuticas agora consistem em identificar os doentes com risco muito baixo de
recidiva, para os quais se procura diminuir a quantidade de terapia administrada, e em
identificar doentes com maior risco de recidiva, a fim de desenvolver novas abordagens para
melhorar as taxas de cura.’® Além disso, a sua administracio pode levar a efeitos
secundarios, como a sindrome do ATRA® e ao desenvolvimento em alguns doentes de

resisténcia ao ATRA.®?
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Neste sentido, com o presente estudo pretendeu-se estudar o potencial terapéutico de extratos
de Cymbopogon citratus na LPMA in vitro, assim como os mecanismos envolvidos na

citotoxicidade.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais:

Os extratos polifendlicos de uma infusdo de C. citratus (Cyl) e trés das suas fracOes
principais, a fracdo de fenois (FF), a fragdo de taninos (FT) e a fracdo de acidos fendlicos
(FacF) foram obtidos na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. A linha celular
HL-60 foi obtida no American Type Culture Collection (ATCC), USA. O meio Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), o teste de exclusdo do azul de tripano, o alaranjado de
mercurio e Dehidrocostuslactona (DHE) foram comprados a Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). A penicilina, a estreptomicina e o soro fetal bovino forma comprados a Gibco
(Paisley, UK). O lodeto de Propideo (IP), o kit IntraCell e o anti-p53-FITC foram adquiridos
na Immunostep (Salamanca, Espanha). O anti-BAX ligado a sonda fluorescente ficoeritrina
(PE) e o anti-BCL-2 conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) foram comprados a
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA). O JC1 e o DCFH-DA foram adquiridos a
Invitrogen (California, USA). O anti-FAS-FITC o anti-FAS ligando-PE e a anti-caspase 3
ativada-PE foram comprados a Becton Dickinson Biosciences (New Jersey, USA). O

citometro de fluxo FACSCalibur foi comercializado, também, pela Becton Dickinson.

2.2. Métodos:

2.2.1. Obtencao dos extratos polifenolicos:

O Cyl, FF, FT e FacF foram obtidos através de fracionamento (Figura 1) na Faculdade de

Farmacia da Universidade de Coimbra, como descrito por Figueirinha et al.
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Infuso (230 mg)
em agua (11 3ml)

Fracionamento com um cartucho de fase
reversa. Eluigdo com agua e metanol

aquoso a 5%, 15%, 25%, 50% e BO%G;

f i] | [ 3
Acidos Acidos Fenolicos

Fenolicos Fragdo de Taninos
i {10mg)

+ Flavonoides
(54 3mg)

05 residucs secos de FT foram
dissolvidos em etanol aguoso a
50% (3,5 ml) e fracionados numa
coluna Sephadex LH-20. A eluigio
for realizada com etanol

L b

Fracdo de

Fragdo de Acidos . Acidos . :
iy "--:::| Flavonomdes

Fenalicos (20,75 mg) Fenalicos

(14 mg)

Figura 1 — Esquema do processamento utilizado para o fracionamento da infusdo de folhas de Cymbopogon

citratos (Adaptado de Figueirinha. A, 2008).“

2.2.2. Cultura de Células:
De modo a estudar o potencial efeito citotdxico e citostatico do C. citratus na Leucemia
Promielocitica Aguda (LPMA), foi utilizada a linha celular HL-60, obtida no American Type
Culture Collection (ATCC), USA. As células HL-60 foram mantidas em cultura em meio
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Sigma) a pH 7.4, contendo 2 mM de L-

glutamina, 20 mM de HEPES-Na, 1.5 g/L de NaHCO3, 100 U/mL de penicilina (Gibco), 100
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pg/mL estreptomicina (Gibco) e enriquecido com soro fetal bovino (Gibco) a 10%. As células
foram propagadas e mantidas em cultura no meio apropriado a temperatura de 37°C numa
atmosfera humedecida contendo 5% de CO2, iniciando-se a cultura a uma densidade de 0.3 a

0. 5 milhdes de células por mL.

2.2.3. Avaliacéo da proliferacéo e a viabilidade celular:
O efeito dos extratos polifenolicos da infusdo de C. citratus (fracbes Cyl, FF, FT e FacF) na
densidade e na viabilidade celular foi avaliada a cada 24 horas, pelo teste de exclusao do azul
de tripano (Sigma), durante um periodo total de 72 horas. Assim, as células HL-60 foram
cultivadas na auséncia (controlo) e na presenca de concentracdes crescente dos diferentes
extratos de C. citratus, numa gama de concentracdes entre 1 pg/mL e 1.000 pg/mL. Cada
ensaio representa a média de 4 leituras e foram realizados 3 ensaios independentes. Os

resultados representam a média + desvio padrdo de 3 experiéncias independentes.

2.2.4. Analise do tipo de Morte celular:
O tipo de morte celular induzido pelos extratos de C. citratus foi analisado por microscopia
Otica e citometria de fluxo com recurso a dupla marcacdo anexina V e iodeto de propideo, nas
células HL-60 incubadas na auséncia (controlo) e na presenca de 200ug/ml de Cy1, 250ug/ml
de FacF, 50ug/ml de FF e 75ug/ml de FT.. A analise das caracteristicas morfolégicas das
células HL-60, incubadas na auséncia e na presenca dos extratos em estudo foi analisada por
microscopia Otica apds realizacdo de esfregagos de células e coloragdo dos mesmos com
corante de May-Grinwald-Giemsa. Assim, os esfregagos obtidos foram corados durante 3
minutos com solucdo de May-Grunwald e seguidamente com solugdo de Giemsa durante 15
minutos. A morfologia das células foi analisada por microscopia 6tica a uma ampliagdo de

500x e posteriormente fotografada recorrendo-se a um microscopio 6tico Nikon Eclipse 80i
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acoplado a uma camara digital Nikon Digital Camara DXm 1200F. Paralelamente,
realizaram-se os estudos de morte celular por citometria de fluxo. Assim, 1 milhdo de células
incubadas na auséncia e na presenca dos extratos na concentracdo acima indicada, foram
recolhidas e lavadas com tampéo fosfato (PBS) por centrifugacdo durante 5 minutos a 1.000
xg. O sedimento foi ressuspenso em 100 pL de tampéo de ligacdo frio e incubado com 5 pL
de anexina V-FITC e 5 uL de IP (Apoptosis Detection Kit, Immunostep) durante 15 minutos
ao abrigo da luz. Adicionou-se mais 400 puL de tampdo de ligacdo e procedeu-se a analise
num citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson). A discriminacdo das células
expostas simultaneamente a anexina V e ao IP resulta na identificacdo de células viaveis (ndo
marcadas com anexina V e IP), de células em apoptose inicial (marcadas com anexina V e
negativas para o IP), de células em apoptose tardia/necrose (marcadas simultaneamente com
anexina V e IP) e de células em necrose (marcadas com IP). Os resultados sdo expressos em
percentagem de células de cada uma das subpopulacdes identificadas com base na
positividade e/ou negatividade de marcacdo para anexina V efou para o IP, sendo os

resultados expressos em % + desvio padrao.

2.2.5. Avaliacédo dos mecanismos moleculares de morte celular:
A avaliacdo de moléculas relacionadas com a morte celular permite avaliar alguns dos
mecanismos envolvidos no efeito citotoxico induzido pelos extratos de C. citratus. Através da
citometria de fluxo, e recorrendo a utilizagdo de anticorpos monoclonais marcados com
sondas fluorescentes, foram analisados os niveis de expressao das proteinas pro-apoptéticas
FAS, FAS ligando, BAX e caspase 3 ativada, da anti-apoptoética, BCL-2, e da proteina
reguladora do ciclo celular p53. Para tal, 1 milhdo de células da linha celular HL-60 incubadas
nas condicdes referidas anteriormente, foram lavadas com PBS, pH 7,4, durante 5 minutos a

300xg. A avaliacdo da expressdo intracelular destas proteinas iniciou-se pela fixacdo das
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mesmas com recurso ao kit IntraCell (Immunostep). Assim, as células foram incubadas
durante 15 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz, com 100 pL da solugdo A
(solucéo de fixacdo). Apos lavagem com PBS, as células foram incubadas durante 15 minutos
no escuro, com 100 pL da solugdo B (solugdo de permeabilizagdo) e com 1 pg dos respetivos
anticorpos, anti-BAX ligado a sonda fluorescente ficoeritrina (PE) (Santa Cruz
Biotechnology), anti-BCL-2 conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Santa Cruz
Biotechnology), anti-p53-FITC (Immunostep), anti-FAS-FITC (BD Biosciences), anti-FAS
ligando-PE (BD Biosciences) e anti-caspase 3 ativada-PE (BD Biosciences). Por fim, as
células foram lavadas com PBS por centrifugacdo a 300xg durante 5 minutos, ressuspensas no
mesmo tampédo e analisadas no citometro de fluxo. Os resultados sdo expressos em Média de
Intensidade de fluorescéncia (MIF) e representam a média + desvio padréo de pelo menos trés

ensaios independente.

2.2.6. Analise do potencial de membrana mitocondrial e do stresse oxidativo:

De modo a avaliar a participacdo da mitocondria e do stresse oxidativo na morte celular
induzida pelos extratos de C. citratus, avaliou-se o potencial de membrana mitocondrial
(Aynmit) a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), através da andlise da producao
intracelular de perdxidos e de anido superédxido, e os niveis de glutatido reduzido (GSH), em
células HL-60 incubadas na auséncia e na presenga dos extratos de C. citratus, durante um
periodo de 48 horas.

O Ay foi avaliado por citometria de fluxo através da utilizacdo da sonda fluorescente JC1,
gue é um catido lipofilico que atravessa facilmente as membranas bioldgicas acumulando-se
no interior da mitocondria. Quando ocorre diminuicdo do Aymi; OU seja quando a membrana
mitocondrial se encontra despolarizada, a sonda JC1 permanece no citoplasma sob a forma

monomérica (M) exibindo fluorescéncia verde. Quando o Aypit aumenta 0s monomeros de
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JC1 entram na mitocondria formando agregados (A) que exibem fluorescéncia vermelha.™

Assim, o Aypmir € determinada pela razdo entre a intensidade de fluorescéncia verde e
vermelha, ou seja, pela razdo M/A. Assim, 1 milhdo de células de cada suspensao celulares
foi incubada durante 15 minutos a 37°C, em atmosfera apropriada e ao abrigo da luz, com 5
pug/mL de JC1 (Molecular Probes, Invitrogen), Apds incubacéo, as células foram lavadas com
PBS por centrifugacdo a 300 xg durante 5 minutos e ressuspensas em 400 puL do mesmo
tampao.

De modo a analisar a producédo de peroxidos e de anido superoxido, 1 milhdo de células foi
incubadas durante 45 e 15 minutos a 37°C em atmosfera apropriada e ao abrigo da luz,
respetivamente com 5 UM de DCFH-DA (Molecular Probes, Invitrogen) e com 5 uL de DHE
(Sigma-Aldrich). A analise da producdo de GSH foi realizada por incubacdo durante 3
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com 40 uM de alaranjado de mercurio
(Sigma-Aldrich). Apds incubacéo, as células foram lavadas com PBS por centrifugacdo a 300
Xg durante 5 minutos, ressuspensas em 400 pL do mesmo tampéo e analisadas no citdmetro

de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson).

2.2.7. Analise estatistica:
O tratamento estatistico dos resultados foi efetuado utilizando os programas Microsoft Excell
2007 e GraphPad, versdo 5. Na analise estatistica recorreu-se aos testes t-student, ANOVA e

ANOVA de medidas repetidas, considerando-se um nivel de significancia de 95% (p<0.05).
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacéo da Viabilidade e Proliferacao celular:

Para estudar os efeitos antiproliferativos e citotdxicos dos extratos de C. citratus em células
de Leucemia Promielocitica Aguda (LPMA), estudou-se os efeitos das fracdes Cyl (extrato
bruto), FF (fracdo flavondide), FT (Fracéo de taninos) e FacF (Fracdo de acidos fenolicos), na
viabilidade e na proliferacéo das células HL-60.

Os nossos resultados mostram que os extratos polifendlicos obtidos da infuséo da planta C.
citratus induzem diminuicao da proliferacdo (Figura 2-A) e da viabilidade celular (Figura 2-
B) de modo dependente da concentracdo, do tempo de incubacdo e da fragdo polifendlica,
sendo o seu efeito mais acentuado a partir das 48h de incubacéo (Figura 2). Contudo, a fragéo
FT apresenta um efeito mais precoce, uma vez que o IC50 ou seja a concentracdo de farmaco
necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50%, pode ser atingido logo as 24h nas
células tratadas com 750 pg/ml de FT. Por outro lado, a diminuicdo da viabilidade celular
ocorre para concentragdes superiores a 1 pg/ml na presenca das fragcdes FF, FT e FacF e para
concentracdes superiores a 50 pg/ml na presenca da fracdo Cyl Além disso, na Figura 2-B
podemos verificar que, apos 72 horas de incubacdo, todas as concentracbes das fraches
testadas superiores a 1 pg/ml induzem reducdo da viabilidade das células HL-60 de cerca de
100%, exceto a fragdo Cyl, em que tal efeito s6 é observado para concentragdes superiores a
50 pg/ml. Quando as células HL-60 foram incubadas na presenca de 1 pg/ml das fragdes em
estudo, ndo se observou efeito citotdxico (Figura 2-B) ou citostatico (Figura 2-A)

significativo, permanecendo a viabilidade celular, aproximadamente entre os 80% e 0s 90%.
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Figura 2: - Efeito das fracOes polifendlicas de Cymbopogom citratus Cyl, FF, FT e FacF na proliferagéo

(A) e viabilidade (B) das células HL-60. As células HL-60 foram incubadas numa densidade inicial de
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0,5x10%células/ml durante 72horas, com Cy1, FF, FT e FacF nas concentracdes indicadas na figura. A densidade
(A) e a viabilidade (B) foram avaliadas em intervalos de 24 horas, de acordo com o descrito na seccdo de
materiais e métodos. O nimero de células em A representa exclusivamente as células viaveis. Os resultados

representam a média + desvio padrdo de 3 experiéncias independentes.

De modo a determinar o ICsp no final de 48 horas de incubacdo com os diferentes extratos de
cymbopogom citratus, efetuou-se a regressao ndo linear do Log da concentracdo (pug/ml) em
funcdo da percentagem de viabilidade celular. Como se pode observar na figura 3, o 1Cs
depende do extrato de C. citratus, sendo para fracdo FF de 50 pug/ml, para a FT de 75 pg/ml,
para a fracdo Cyl de 200 pg/ml e FacF de 250 pg/ml. Assim, a fracdo FF parece ser a mais
eficaz na inducdo de efeito citotoxico e citostatico, uma vez que o 1Csq € atingido com menor
concentracdo. Por outro lado, quando as células HL-60 s&o incubadas com as fracGes Cyl e
FacF é necessario concentracdes 4 e 5 vezes superiores, respetivamente, para alcancar o
mesmo efeito citotoxico (Figura 3). Contudo, a fracdo FT apresenta um efeito mais precoce,

uma vez que o IC50, pode ser atingido logo as 24h, como mencionado (Figura 2).
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Figura 3 — De terminacéo do IC 50 dos extratos de Cymbopogom citrctus, Cyl, FF, FT e FacF, nas
células HL-60. O ICs, ap6s 48 horas de incubacdo com os extratos polifenélicos de C. citratus, foi calculado
através da regressdo ndo linear do Log da concentragdo (ug/ml) em funcdo da percentagem (%) de viabilidade

celular.

3.2. Avaliacédo da morte celular:

Para avaliar o tipo de morte celular induzida pelos extratos de infusdo de C. citratus nas
celulas HL-60 recorreu-se a citometria de fluxo, através da dupla marcagéo com anexina V e
iodeto de propideo (Figura 4), e a microscopia Otica, por analise das caracteristicas
morfoldgicas, apds realizacdo de esfregacos corados com solugdo de May-Grinwald-Giemsa
(Figura 5).

Como se pode observar na Figura 4, as diferentes fracbes de C. citratus, conduzem a
diminuicdo da viabilidade celular, induzindo morte celular sobretudo por apoptose tardia

(AT) e necrose (N), de modo dependente da fracéo.
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Assim, e de acordo com os resultados obtidos anteriormente, a fracdo FF é a que induz
diminuicdo da viabilidade celular e aumento da percentagem de células mortas por apoptose
tardia/necrose (AT/N, 24,5%) e necrose (N, 37,5%), mais acentuada (total de 62% de células
mortas) relativamente as outras fragdes. A fracdo FacF induziu morte celular por apoptose
tardia/necrose e por necrose em cerca de 58% das células HL-60 (22,5% mais 36,5%,
respetivamente), enquanto nas células tratadas com as fracbes Cyl e FT, a soma da
percentagem de células em apoptose tardia e necrose foi aproximadamente de 50% e 40%,

respetivamente.

EV mAl BAT/N N
120% +
100% -

80% -

BRAE
60% -
40% -
20% -
0% -

Controlo  Cyl1 200 ug/mL  FacF 250 FF50ug/mL  FT 75 ug/ml
ug/mL

Figura 4 — Analise da morte celular induzida pelas fragdes da infusao de C. citratus na linha celular HL-
60, através de citometria de fluxo. A morte celular foi detetada pela dupla marcacdo Anexina V e iodeto de
propidio e analisada por citometria de fluxo. Os resultados sdo expressos em % de células viaveis (V), em
apoptose tardia/necrose (AT/N), em necrose (N) e em apoptose inicial (Al). Os resultados representam a média +

desvio padrdo de 3 experiéncias independentes.

Para confirmar os resultados obtidos relativamente ao tipo de morte celular, analisou-se a
morfologia das células por Microscopia Otica, apds realizacdo de esfregacos corados com

May-Grinwald-Giemsa (Figura 5).
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Os estudos morfoldgicos representados na Figura 5 estdo de acordo com os estudos de morte
celular efetuados por citometria de fluxo. Como se pode verificar, nas células tratadas com as
fracbes de C. citratus, a maioria das células apresenta caracteristicas tipicas de estadios
avancados de morte celular por apoptose, nomeadamente diminuicdo do volume celular,
condensacdo e fragmentacdo da cromatina, “blebbing” e formacdo de corpos apoptoticos

(Figura5-B e C).

FF 50 ug/mL Control FT 75 ug/mL

b o | [® O v o2
™ @ | @
| ® 4 Q @ & ¢ :

(B) (A) C)

Figura 5 — Aspetos morfolégicos das células HL-60 incubadas na auséncia e na presenca dos extratos de
cymbopogom citratus. As células HL-60 foram mantidas em cultura durante 48 horas na auséncia (controlo) (A)
e na presenca de FF 50 pug/ml (B) e FT 75 ug/ml (C). Apos este periodo, efetuaram-se esfregacos das células e
coloracdo com May-Griinwald-Giemsa. As células foram observadas ao microscépio 6tico a uma ampliacdo de

500x.

3.3. Avaliacédo dos mecanismos envolvidos na morte celular:

Posteriormente avaliou-se alguns dos mecanismos envolvidos na morte celular induzida pelos
compostos em estudo nas células HL-60, nomeadamente a expressao de proteinas pro-

apoptdticas como a BAX, FAS/FASL e caspase 3 (Figura 6).

Assim, e de modo a confirmar que os extratos de C. citratus induziam apoptose dependente

de caspases analisaram-se 0s niveis de expressdo da caspase 3 ativada, a caspase efetora da
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apoptose. Como se pode observar na figura 6, na presenca das quatro fracdes polifendlicas
observou-se um aumento médio significativo de 2,4x na expressdo de caspase 3 ativada nas

células tratadas comparativamente as células controlo.

Tal como observado para a expressdo de caspase 3 ativada, as células incubadas na presenca
de FacF, FT, FF e Cyl apresentam aumento significativo da expressdao de FAS (p <0,05),
sendo este aumento, respetivamente, de 3,8x, 3,1x e 2,3x (FF e Cy1l) superior, relativamente
as células de controlo. Do mesmo modo, quando as células HL-60 foram incubadas na
presenca dos varios compostos em estudo, observou-se aumento significativo da expresséo de
FAS ligando (p <0,05), sendo este aumento de 4,4x, 6,2x, 4,6x e 5,3, respetivamente na
presenca das fracGes Cyl, FacF, FF e FT, comparativamente as células incubadas na auséncia

dos compostos (controlo).

Por outro lado, apesar de se ter observado um ligeiro aumento da expressdo de BAX nas
células incubadas com os diferentes extratos de C. citratus, com exce¢do das celulas tratadas
com Cyl em que se observa uma ligeira diminuicdo da expressao, relativamente ao controlo,

os resultados ndo s&o estatisticamente significativos (Figura 6).
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Figura 6 — Andlise da expressdo de proteinas moduladoras da apoptose na linha celular HL-60 na
presenca das fragdes de C. citratus. As células foram incubadas durante 48h na presenca e na auséncia das
fracbes Cyl, FacF, FF e FT e a expressdo de BAX, FAS, FASL e Caspase 3 foi determinada por citometria de
fluxo recorrendo a anticorpos monoclonais como descrito na se¢do de materiais e métodos. Os resultados sdo
expressos em unidades arbitrarias de média de intensidade de fluorescéncia (MFI) e representam a média +

desvio padrdo de 3 experiencias independentes. (* p<0.05)

3.4. Analise dos niveis de expressao de espécies reativas de oxigénio (ROS):

Os compostos naturais, dependendo da concentragdo em que se encontram no organismo,
podem exercer efeitos antioxidantes e/ou pré-oxidantes, e estes efeitos poderdo estar
relacionados com a inducdo de stresse oxidativo. O stresse oxidativo tem sido implicado no
crescimento e na morte celular de células neoplasicas, pelo que se estudou a expressao

intracelular de peréxidos (H,0,), anido superéxido (O,7), e da defesa antioxidante ndo
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enzimatica glutatido reduzido (GSH), nas celulas HL-60 incubadas na auséncia e na presenca

destes compostos (Figura 7).

Na figura 7-A observa-se que as quatro fracGes da infuséo de C. citratus ndo induzem
alteracOes significativas na expressdo de peroxidos nas células HL-60 tratadas com estes
compostos. No entanto, a expressdo do anido superdxido aumentou significativamente na

presenca da fracdo Cyl e FT, sendo este aumento de 1,1x e 1,2x, respetivamente.

Por outro lado, observou-se diminui¢do dos niveis intracelulares da defesa antioxidante néo
enzimatica, GSH (Figura 7-B), em todas as condi¢cbes testadas, sendo esta diminuigéo

estatisticamente significativa na presenca dos extratos Cyl e FT.

Por fim, e de modo a avaliar se 0s compostos em estudo induzem alteracdo na funcéo
mitocondrial, determinou-se o potencial de membrana mitocondrial (Aypmi) através da razéo
agregados/mondmeros de JC1. Como se pode observar na figura 7-C, os compostos em
estudo induzem diminuicdo da razdo entre agregados e monomeros (A/M) de JC1, que se
traduz na diminuicdo de potencial de membrana mitocondrial, carateristico de células em
apoptose. A perda de potencial de membrana mitocondrial foi estatisticamente significativa
quando as células HL-60 foram incubadas na presenca da fracdo FF e FacF (razdo A/M de

0,07 e 0,22, respetivamente).
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Figura 7 —Analise dos niveis de expressdo de espécies reativas de oxigénio, perdxidos e anido superoxido,
da defesa antioxidante GSH e do potencial de membrana mitocondrial nas células HL-60, na presenga de
fracdes polifendlicas de C. citratus, por citometria de fluxo. As células foram incubadas durante 48h na
presenca e na auséncia das fragcdes Cyl, FacF, FF e FT. Os niveis de peroxidos, anido superdxido, de GSH e do
potencial de membrana mitocondrial foram avaliados por citometria de fluxo recorrendo a marcacdo com as
sondas DCFH2-DA, DHE, Alaranjado de Metilo e JC1 (razdo A/M), como descrito na se¢do de materiais e
métodos. Os resultados sdo expressos em unidades arbitrarias de média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e

representam a média + desvio padrédo de 3 experiéncias independentes. (* p <0.05)
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4. DISCUSSAO/CONCLUSAO

O cancro é largamente determinado pelo ambiente, sendo a dieta uma varidvel muito
importante. Os padrbes alimentares, os alimentos, 0s nutrientes e outros constituintes da dieta
estdo intimamente relacionados com o risco de desenvolver diversos tipos de cancro, e, neste
sentido, foi estimado que 35% das mortes por cancro podem estar relacionadas com fatores
dietéticos.

Por outro lado, os produtos naturais como fonte de novas estruturas, mas ndo necessariamente
o farmaco final, continuam a ter grande utilidade. Contudo, no que diz respeito a farmacos
anticancerigenos, no periodo compreendido entre a década de 1940 até ao presente, das 155
pequenas moléculas disponiveis, 73% ndo sdo sintéticas e 47% sdo produtos
naturais/derivados de produtos naturais. A analise das fontes de novos farmacos e de farmacos
aprovados para o tratamento de doengas humanas revela que os produtos naturais continuam a
desempenhar um importante papel na investigacéo e desenvolvimento de novos farmacos.
Recentemente, os polifenois dietéticos receberam muita atencdo pelos seus beneficios na
salide, devido as suas propriedades anticancerigenas.’® Os compostos polifendlicos
constituem um dos mais numerosos grupos do reino Plataee e podem ser divididos em varias
classes com base na sua estrutura molecular, sendo os flavonoides um dos principais
grupos.®®

Os nossos resultados mostram que o0s extratos obtidos a partir da infusdo desta planta, as
fracbes Cyl, FF, FT e FacF, induzem diminuicdo da viabilidade e da proliferacdo das células
HL-60, de modo dependente da concentracdo, do tempo de incubacdo, e da fracdo
polifendlica, com IC50 entre 50 e 250 mg/ml, apo6s 48h de incubacdo. Destes compostos a
fracdo de flavonoides (FF) é a que apresenta maior potencial citotoxico nas células de
Leucemia Promielocitica Aguda, seguida da fragdo dos &cidos fendlicos (FacF), pelo extrato

bruto (Cy1) e por fim a fracdo de taninos (FT). A fracdo Cyl, que representa o extrato bruto
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da infusdo de C. citratus, e que contém os restantes produtos de fracionamento, apresenta
efeito citotdxico e citostatico inferior ao observado para os fracionamentos FF e FacF. Estes
resultados sugerem que o processo de fracionamento da infusdo de C. citratus utilizado
consegue produzir fragdes com maior potencial anticancerigeno do que a infuséo original. Em
estudos anteriores, Francisco et. al (2011”) demonstrou que o efeito anti-inflamatério destes
extratos de C. citratus numa linha celular de macréfagos murinos € sobretudo devido as
fracdes de &cidos fenolicos e dos taninos atraves da inibigcdo do fator de transcricdo NF- kB e
da diminuicdo da expressdo de iNOS com consequente diminuicdo da producdo de 6xido
nitrico. No entanto, os nossos resultados evidenciam que os efeitos citotoxicos e citostaticos
destes extratos sdo sobretudo da fracdo dos flavonoides.

Varios estudos demostraram o efeito anticancerigeno de flavonoides em células de neoplasias
hematolégicas. Por exemplo, estudos conduzidos por Hirano (1994“®) mostraram que oito
dos vinte e oito flavonoides estudados apresentam efeito citostatico consideravel na linha
celular HL-60. Entre os compostos estudados, a genisteina, o honoquiol, a machilina A, o
matairesinol e a arctigenina induziram efeito citotéxico com ICsq de 100 mg/ml**. No presente
estudo, a fracdo de flavonoides foi a que apresentou maior potencial citotoxico obtendo-se o
ICso mais precocemente e com menor dose (50 mg/ml).

A relacéo entre apoptose e cancro tem sido enfatizada com o aumento de evidéncia sugestiva
da relacdo entre o processo de transformacgdo neoplésica, a progressao e a metastizacéo e a
alteracéo das vias normais de apoptose.*®

A apoptose € um mecanismo ativo de morte celular programada, que ocorre em situacdes
fisioldgicas e patoldgicas, distinto da morte celular passiva, a necrose. As caracteristicas
morfologicas deste processo incluem a retracdo do volume celular, “blebbing” da membrana

plasmatica, e condensacao da heterocromatina periférica, seguida por clivagem do nucleo e do
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citoplasma em multiplos corpos membranares, que contém fragmentos de cromatina (corpos
apoptoticos),®® semelhantes as alteracdes que observamos por microscopia 6tica.

A capacidade de inducdo de apoptose, por agentes quimiopreventivos naturais, em linhas
celulares de leucemia, nomeadamente nas células HL-60, através da inducdo rapida da
atividade da caspase-3, da estimulacdo da Polimerase de clivagem de poli-(ADP-ribose)
proteolitica (PARP), da despolarizacdo da membrana mitocondrial e da elevacdo de espécies

reativas de oxigénio (ROS), tém sido descrita por varios autores. ¢ 2%

Além do efeito antiproliferativo, os extratos da infusdo de C. citratus induziram, neste estudo,
morte celular por apoptose nas células HL-60, sendo esta mediada por ativagdo da Caspase3.
Além disso, 0 aumento da expressdo de FAS e FAS ligando e a diminui¢do do potencial de
membrana mitocondrial observado, sugerem que 0os compostos estudados induzem apoptose
nas células HL-60 por ativacdo da via extrinseca e intrinseca. O envolvimento da disfuncéo
mitocondrial na citotoxicidade induzida por compostos obtidos de plantas do género
Cymbopogon, ja tinha sido descrito para os 6leos essenciais de Cymbopogon Flexuosos em
particular o seu constituinte principal, o isoentermedeol.®?

O estudo da cadeia respiratoria mitocondrial e da producdo de ATP poderia ser Util para a
melhor compreensdo da participagdo da mitocondria na citoxicidade induzida pelos extratos
de C. citratus. Além disso, o efeito antiproliferativo dos compostos em estudo devera ser
confirmado pela analise do ciclo celular.

Em suma, o nosso estudo sugere que os extratos polifendlicos da infusdo de Cymbopogon
citratus poderdo ser uma nova opg¢do terapéutica na Leucemia Promielocitica Aguda em
monoterapia, abrindo novas perspetivas de tratamento neste tipo de leucemias. Além disso,

a associacdo destes compostos com novos farmacos e/ou com a quimioterapia
convencional podera ser util permitindo a reducdo da toxicidade secundéaria e melhoria da

qualidade de vida dos doentes. Contudo, s6 a confirmagdo do seu potencial citotoxico e
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citostatico in vivo e a avaliacdo da biodistribuicdo destes compostos, através da sua
marcacdo radioativa em modelos animais, permitira tracar perfis de toxicidade e vias de
administracao eficazes que proporcionard um conhecimento mais aprofundado sobre estes
compostos e podera potenciar o desenvolvimento da sua producéo sintética com objetivos

terapéuticos.
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