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RESUMO: A leucemia ¢ uma doenga que afeta as células sanguineas, em especial os
glébulos brancos. A doenga causa diversos problemas na vida do paciente, como
comprometimento do sistema imunologico, complicacdes Osseas € impacto na qualidade de
vida, seu tratamento pode ser complexo e apresentar diversos efeitos colaterais, muitas vezes
até levar a pessoa a Obito. As células sanguineas na medula ¢ssea comegam a se multiplicar
de forma anormal e descontrolada. Foi comprovado que os flavonodides Hesperidina e
Hesperetina tém efeito antioxidante que auxiliam a combater danos oxidativos nas células,
sendo associados com diversas patologias, incluindo o cancer. Estudos mostram que os
compostos citados auxiliam na inibigdo da proliferacdo de células tumorais, sendo uma
alternativa para o tratamento da leucemia. Para avaliar os efeitos dos compostos nas células
leucémicas, foram utilizadas técnicas como MTT, Avaliacao de Apoptose por Citometria de
Fluxo, Ciclo Celular e Avaliacdo da Producdo de ROS e NO. Concluiu-se que os estudos
preliminares sugerem que esses compostos tém a capacidade de reduzir a viabilidade celular,
induzir a apoptose, aumentar a producdo de 6xido nitrico e interromper o ciclo celular.

Palavras-chave: Leucemia; compostos naturais; flavonoide; hesperidina; hesperetina.

ABSTRACT. Leukemia is a disease that affects blood cells, especially white blood cells. The
condition causes several issues in the patient's life, such as compromising the immune system,
bone complications, and impacting the quality of life. Its treatment can be complex and
present various side effects, often leading to the individual's demise. Blood cells in the bone
marrow begin to multiply abnormally and uncontrollably. It has been proven that the
flavonoids Hesperidin and Hesperetin have antioxidant effects that help combat oxidative
damage in cells, being associated with various pathologies, including cancer. Studies show
that the mentioned compounds assist in inhibiting the proliferation of tumor cells, providing
an alternative for leukemia treatment. To assess the effects of these compounds on leukemia
cells, techniques such as MTT, Flow Cytometry Apoptosis Assessment, Cell Cycle, ROS, and
NO Production Assessment were used. It was concluded that preliminary studies suggest that
these compounds have the ability to reduce cell viability, induce apoptosis, increase nitric
oxide production, and interrupt the cell cycle.

Keywords: Leukemia; natural compounds; flavonoid; hesperidin; hesperetin.
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INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) (2022) “A leucemia ¢ uma
enfermidade maligna que afeta os globulos brancos e geralmente surge de causas
desconhecidas. Sua principal caracteristica € a proliferacao excessiva de células doentes na
medula dssea, resultando na substituicdo das células sanguineas normais”. As leucemias
agudas correspondem a neoplasias malignas de células hematopoéticas imaturas, enquanto as
leucemias cronicas se caracterizam pela transformacdo de células hematopoéticas
parcialmente maduras (NEMCOV; D’ALESSANDRO; REISZ, 2019).

O cancer ¢ uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo, e os
tratamentos convencionais, como radioterapia € quimioterapia, muitas vezes acarretam efeitos
adversos significativos na satde dos pacientes. No entanto, os componentes bioativos
presentes em produtos naturais desempenham um papel importante no manejo de doencas,
intervindo na inibicdo e ativacdo de processos bioldgicos, tais como a inflamacdo e as
moléculas de sinalizagdo celular. Embora ndo possam substituir integralmente os
medicamentos, esses produtos naturais podem ser utilizados de maneira eficaz como
complementos ou terapias de suporte (HUSAIN; YOUSIF; ANWAR, 2023).

Virios sdo os fatores genéticos e ambientais que podem causar os canceres, como
tabagismo, dieta, radiacdo, sedentarismo, alimentacdo, etc. O estresse oxidativo também tem
papel muito importante na fisiopatologia de diferentes tipos de canceres, o seu desequilibrio
pode causar danos as cé€lulas podendo causar a doenga. (DEVI; RAJAVEL; NABAVI;
SETZER; AHMADI; MANSOURI, 2015).

As células cancerigenas em seu estado proliferativo se dividem sem nenhuma
restricdo escapando assim da morte celular. (OLIVEIRA; SANTOS; FERNANDES. 2019).

Embora terapias com produtos naturais nao substituem o tratamento medicinal, elas
sdo muito eficazes como terapia de suporte a pacientes em tratamento ou manejo do cancer.
(DEVI; RAJAVEL; NABAVI; SETZER; AHMADI; MANSOURI, 2015).

Os flavonoides constituem uma classe de compostos fitoquimicos de origem natural
que apresentam propriedades terapéuticas, desempenhando um papel crucial na prevengao de
uma variedade de condigdes patologicas (ORTIZ et al., 2022). Tanto a hesperidina (HD)
quanto a hesperetina (HT) sdo tipos de flavonoides citricos, reconhecidos por suas diversas
atividades biologicas. A hesperidina ¢ abundante em frutas citricas. De maneira similar, a
hesperetina, um metabolito da hesperidina, pode ser observada em uma ampla gama de
materiais vegetais (Wdowiak et al., 2022).

Os flavonoides como a hesperidina tem importantes propriedades oxidantes,
anti-inflamatorias, fator cardio preventivo e hepatoprotetoras (DEVI; RAJAVEL; NABAVI,
SETZER; AHMADI; MANSOURI, 2015).

Este estudo tem como objetivo realizar testes envolvendo as flavonoides HD e sua
aglicona HT em células de leucemia, uma vez que esses compostos possuem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, cardioprotetoras e hepatoprotetoras importantes.

METODOLOGIA

Esta pesquisa experimental abordou o impacto dos compostos naturais Hesperidina e
Hesperetina em linhagens celulares leucémicas, especificamente HL60 e K562, desenvolvidas
no Laboratéorio de Biologia Molecular do Hemocentro, Unicamp. Além das analises
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experimentais, o estudo incluiu revisdes bibliograficas utilizando plataformas como PubMed,
Scielo e Lilacs, com palavras-chave como Leucemia, compostos naturais, flavonoide,
hesperidina e hesperetina.

Ensaio de reducao do MTT:

O procedimento de redugdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT) ¢ uma abordagem colorimétrica que avalia de maneira indireta a
citotoxicidade, proliferacdo ou viabilidade celular (Ferreira; Vieira, 2020).

Para a conducdo do experimento, empregaram-se linhagens celulares humanas
leucémicas. Essas linhagens incluem HL60 e K562.

Foram realizadas a incubacdo das cé€lulas em conjunto com os compostos
Hesperidina e Hesperetina em uma placa de fundo redondo com 96 pogos. O periodo de
incubagao foi de 24 ¢ 48 horas.

Apds o periodo de incubagao, foi introduzido 10ul de MTT em cada pogo. O MTT
foi previamente diluido em PBS, com a proporcao de 0,005g de MTT para cada 1ml de PBS.
Posteriormente, as placas foram submetidas a uma nova incubacdo em uma estufa a 37°C,
pelo periodo de 4 horas. Durante esse intervalo, ocorreu a redu¢ao do MTT para o Formazan,
que se manifestou como uma coloragdo roxa.

Na sequéncia, foi adicionado 100ul da solucdo reveladora em cada poco. Essa
solucdo consiste em uma mistura de HCL 0,1, dgua destilada e alcool isopropilico. Para a
etapa final do experimento, a leitura dos resultados foi efetuada por meio de
espectrofotometria em um leitor ELISA, com a medigao realizada a um comprimento de onda
de 570nm.

Avaliacao da apoptose por citometria de fluxo:

Para realizacdo desse experimento foram utilizados a Anexina V e o lodeto de
Propidio (PI). A Anexina V ¢ usada para detectar células apoptoticas por sua capacidade de se
ligar a fosfatidilserina, um marcador de apoptose quando estd na camada externa da
membrana plasmatica. O PI ¢ uma substincia que apresenta a capacidade de intercalar-se em
curtas sequéncias de bases nucleotidicas e de produzir uma coloracdo quando estimulada por
um laser de argonio.

Para a condugdo deste estudo, foram utilizadas placas de 24 pogos de fundo plano, na
qual as células foram incubadas em conjunto com os compostos Hesperidina e Hesperetina.
As linhagens celulares utilizadas serdo HL60 e K562.

A incubagdo foi realizada em uma estufa com temperatura constante de 37°C, com
duracdo de 24 e 48 horas, respectivamente. Ao término deste periodo, as células deverdo ser
transferidas para tubos apropriados para uso em citometria. Subsequentemente, sera executada
uma centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos, a fim de separar as células do meio de cultura.
Esse processo resultou na formacgdo de um pellet de células.

Na proxima etapa, o meio de cultura foi removido e os pellets celulares foram
ressuspendidos individualmente em 500ul de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)
por tubo. Uma nova centrifugag¢do a 1500 rpm por 5 minutos foi realizada. O sobrenadante foi
descartado, e os pellets foram novamente ressuspendidos, desta vez em 200ul de Buffer de
Ligacdo de Anexina V (1x) da BD Biosciences. Posteriormente, a cada tubo foi adicionado
0,5ul de Anexina V, seguido por uma incubagdo no escuro por 15 minutos.

Apoés a incubagdo, mais 100ul do mesmo buffer e 1ul de iodeto de propidio (PI)
foram acrescentados a cada tubo. Ao finalizar a preparacdo das amostras, a leitura foi
realizada no equipamento Calibur.
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Ciclo Celular:

O experimento do ciclo celular ¢ uma técnica que visa analisar ¢ compreender as
diferentes fases do ciclo de vida de uma célula, incluindo a fase de crescimento (G1),
replicacdo do DNA (fase S), crescimento adicional (G2) e divisdo celular (mitose ou meiose).
Para realizar o experimento, as células sdo marcadas com substancias que permitem a
identificacao das fases do ciclo. Isso ajuda a estudar como as células se dividem, regulam seu
crescimento e respondem a estimulos externos.

Para conducgdo deste experimento utilizaram-se os reagentes: PBS livre de calcio e
magnésio, Triton 100X, Solu¢do de lodeto de Propidio (PI, 50png/mL), Etanol 95% e RNAse
(10pg/mL). As linhagens celulares utilizadas foram: HL60 e K562.

As células foram cultivadas em meio de cultura com 0,5% de SFB por 6 horas. Apds
esta etapa foi realizada uma centrifugacao e as células foram plaquetas em placas de 6 pogos
contendo meio de cultura suplementado com 10% de SFB e os compostos Hesperitina e
Hesperidina nas concentragdes de 1uM, 150uM e 800uM. Foram adicionadas 2x10° células
por pogo, e o cultivo foi mantido por 24 e 48 horas em estufa a 37°C.

As células foram lavadas duas vezes em PBS para garantir a remocao completa das
proteinas do soro. Posteriormente, o pellet foi ressuspensos em 2 mL de PBS.

Em seguida, foram adicionados 900uL de etanol 70%. O periodo de incubagao foi
de, pelo menos, 30 minutos. Apods esse tempo, as células foram lavadas duas vezes com 15
mL de PBS. Apos a centrifugagdo, observou-se um pelle. O pellet foi entdo ressuspendido em
400 pL de solug¢do de tampao de Ciclo Celular (SpL Triton 100X; 1mL PI (50pug/mL); 50uL
RNAse (10pg/mL); 3,945uL PBS 1X).

As amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente e no escuro.
Em seguida, foram levadas para leitura imediata, sem a necessidade de lavagem. A leitura foi
realizada no equipamento Calibur.

Avaliacido da Producio de ROS:

O ensaio fundamenta-se na difusdo intracelular de DCFDA (diacetato de
diclorofluoresceina), o qual € subsequentemente desacetilado por ésteres celulares para formar
um composto ndo fluorescente. Este composto, por sua vez, sofre oxidagdo por espécies
reativas de oxigénio, resultando em DCF (diclorofluoresceina), uma substancia altamente
fluorescente.

Para condugdo deste ensaio foi utilizado os reagentes DCFDA (Dichlorofluorescein
diacetate), PBS e H202 1mM - (9,8uL de H202 + 88,1uL de H20). As linhagens celulares
utilizadas foram: HL60 e K562.

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos contendo meio de cultura
suplementado SFB e os compostos Hesperitina e Hesperidina nas concentragdes de 1uM,
150uM e 800uM. Foram adicionadas 2x10° células por pogo, € o cultivo foi mantido por 24 e
48 horas em estufa a 37°C.

ApoOs o tratamento, as células foram coletadas em um tubo de citometria. Em
seguida, realizou-se uma centrifugacdo a 1.500 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente, e
descartou-se o sobrenadante. O pellet resultante foi ressuspenso em 100 uL de PBS, e 0,5 pL
de DCFDA a 10 mM foram adicionados a cada tubo. Observagdo: No tubo de controle
positivo, também foram adicionados 10-50 pL. de H202 a 1 mM (ajustado para cada tipo de
célula). Apos isso, os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos. Ao final do periodo de
incubagao, adicionou-se 200 uL de PBS, totalizando um volume final de 300 pL, ¢ a amostra
foi imediatamente adquirida no equipamento Calibur.
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Avaliacio de Produg¢ao de NO:

A diclorofluoresceina ¢ um composto nao fluorescente. Na presenga de NO, ¢
convertida a um composto fluorescente, o benzotriazol.

Para conducdo deste experimento foram utilizados os reagentes DAF-FM
(Difluorofluorescein) e PBS. As linhagens celulares utilizadas foram: HL60 e K562.

As células foram cultivadas em placas de 6 pocos contendo meio de cultura
suplementado SFB e os compostos Hesperitina e Hesperidina nas concentragdes de 1uM,
150uM e 800uM. Foram adicionadas 2x105 células por poco, e o cultivo foi mantido por 24 e
48 horas em estufa a 37°C.

Apdés o tratamento, as células foram coletadas em tubos de citometria.
Posteriormente, ocorreu uma centrifugacdo a 1.500 rpm por 5 minutos, a temperatura
ambiente, e o sobrenadante foi descartado. O pellet resultante foi ressuspenso em 100 pL de
PBS, e 1 uL da solugdo de trabalho de DAF-FM foi adicionado a cada tubo, resultando em
uma concentragao final de 2,5 uM. Em seguida, as amostras foram incubadas a 37°C por 30
minutos.

Apo6s o periodo de incubacdo, adicionou-se 2 mL de PBS, seguido de uma nova
centrifugacdo a 1.500 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente, e o descarte do
sobrenadante. Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 300 pL de PBS, e aguardou-se de
15 a 30 minutos antes de adquirir a amostra. Esse periodo de espera permitiu a completa
deesterificagdo intracelular do diacetato. A leitura dos resultados foi feita no equipamento
Calibur.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As células cancerigenas, t€m a capacidade de se reproduzir sem restri¢do e de forma
descontrolada, escapando assim da morte celular, o que ¢ uma das principais caracteristicas
que as tornam perigosas (OLIVEIRA; SANTOS; FERNANDES. 2019).

As flavanonas citricas sdo compostos quimicos encontrados em frutas citricas. Esses
compostos pertencem a classe dos flavonoides e tém sido estudados por seu potencial
beneficio a saude, incluindo a possivel atividade anticancerigena, elas também possuem agao
antioxidante ajudando a neutralizar os radicais livres do organismo, acdo quimiopreventiva
que sugerem que as flavanonas ajudam a prevenir o desenvolvimento do cancer, agdo
anti-inflamatoria, ac¢do antiangiogénica e agdo citostatica e citotoxica, agindo assim
impedindo o crescimento e¢ a divisdo de células cancerigenas (OLIVEIRA; SANTOS;
FERNANDES. 2019).

Partindo deste principio, ao analisar os resultados dos ensaios realizados durante a
pesquisa foi possivel identificar evidéncias promissoras que oferecem informagdes
importantes para o ambito da saude.

O ensaio MTT foi utilizado para determinar se a hesperidina e a hesperetina eram
citotoxicas para as linhagens celulares K562 e HL60. De acordo com os resultados, tanto a
hesperidina quanto a hesperetina reduziram consideravelmente a viabilidade celular em
comparagdo com o grupo de controle (fig. 1). Em 24 e 48 horas de tratamento, a IC50 para
HD e HT nas linhagens celulares K562 e HL60 foram de 150 uM e 200 uM, respectivamente.

Figura 1 - Ensaio MTT para a estimativa da viabilidade das células de leucemia HL-60 e
K562 apos o tratamento com Hesperidina e Hesperetina em concentragdes indicadas.
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Na avaliacdo de apoptose Ambos os compostos foram encontrados para induzir a
morte celular programada em concentragdes de 1 uM, 150 uM e 800 uM, ao longo de
exposicoes de 24 e 48 horas (fig. 2), confirmado por andlise de citometria de fluxo.
Notavelmente, foi observado que tanto a Hesperidina quanto a Hesperitina induziram a
apoptose, nas mesmas concentracdes e duracdes de exposicdo. Esses resultados iniciais
sugerem o potencial da Hesperidina e da Hesperetina como agentes eficazes na inducdo do
processo de apoptose, o que justifica investigagdes adicionais.

Figura 2 - Hesperidina e Hesperetina desencadearam a apoptose na linhagem celular K562.
Resultados dos compostos sob a célula K562, nos tempos de 24 e 48 horas.
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Fonte: O proprio autor.

A regulagdo precisa do ciclo celular € um passo importante na prevengdo do cancer.
De acordo com os resultados baseados na citometria de fluxo, HD e HT tém a capacidade de
interromper o avango do ciclo celular regular. Os resultados demonstraram que a Hesperetina
induziu a parada do ciclo celular na fase G2/M em doses crescentes (fig. 3).

Surpreendentemente, o tratamento com Hesperidina causou a parada do ciclo celular na fase
GO/GI.

Figura 3 - Experimento ciclo celular. A analise foi realizada por citometria de fluxo,
utilizando o instrumento Calibur.
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As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas altamente ativas que se formam
naturalmente em diversos processos celulares. Nas células tumorais, devido a um
desequilibrio entre substancias oxidantes e antioxidantes, ¢ comum a presenca de niveis mais
elevados de ROS em comparacdo com células saudaveis. No contexto do metabolismo
celular, as ROS desempenham um papel ambivalente. Em concentragdes baixas a moderadas,
elas funcionam como sinais que estimulam a divisdo celular, migragdo, invasao ¢ formagao de
novos vasos sanguineos. No entanto, quando os niveis de ROS atingem valores elevados,
podem provocar danos em proteinas, acidos nucléicos, lipidios, membranas e organelas,
levando eventualmente a morte celular NAKAMURA; TAKADA, 2021). A HT induziu ROS
na linha celular K562. Essa producao aumentada foi dependente do tempo e da dose. Nenhum
impacto na produgdo de ROS foi observado na linha celular HL60 (fig. 4). As células foram
tratadas com 1, 150, 500 ou 800 uM de Hesperetina ou Hesperidina Os dados sdo
apresentados como uma mudanga relativa (FC) em relag@o ao controle.

Figura 4 - ROS. A hesperetina aumentou a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
de forma dose e tempo-dependente na linhagem celular K562.
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O ¢6xido nitrico (NO) desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e na supressao
da tumorigénese, dependendo de sua origem e concentragcdo. Em certas situagdes, o NO pode
induzir a retencdo do ciclo celular e a apoptose, oferecendo protecdo contra o
desenvolvimento de tumores. No entanto, 0 NO também pode levar a atrasos na progressao do
ciclo celular, o que permite a corregao anormal do DNA e promove o acuimulo de mutagdes e
a heterogeneidade dentro do tumor (KHAN et al., 2020). HT e HD estimularam a producao de
NO em ambas as linhagens celulares apos 24 horas de tratamento (fig. 5).

Figura 5 - NO. Hesperidina e hesperetina estimulam a producdo de 6xido nitrico.
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Fonte: O proprio autor.
CONCLUSAO

A Hesperidina e sua aglicona, a Hesperetina, estdo entre os bioflavonoides citricos mais
importantes, que possuem uma ampla gama de propriedades farmacologicas. Nossas
descobertas preliminares revelam que esses compostos ndo apenas reduzem a viabilidade
celular, mas também induzem a apoptose, estimulam a produgdo de oOxido nitrico e
interrompem o ciclo celular em pontos cruciais, incluindo G0/G1 e G2/M. Embora sejam
necessarios estudos adicionais, os resultados sdo promissores e sugerem que HT e HD podem
servir como terapias adjuvantes para a leucemia, complementando as estratégias de
tratamento convencionais. O potencial de combinar HD ou HT com doses mais baixas de
medicamentos quimioterdpicos oferece esperancga para atenuar os efeitos toxicos associados a
quimioterapia.
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