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RESUMO: Introducao - A anemia falciforme é uma doenca monogénica causada por mutagoes
no gene da 3-globina que afeta a estrutura da hemoglobina, sendo associada a diversas compli-
cagodes clinicas com elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. A reativacdo farmacolégica da
hemoglobina fetal (HbF) por compostos como a hidroxiureia (HU) é um dos tratamentos atual-
mente disponiveis; contudo, o seu perfil de seguranca e o elevado custo em paises subdesen-
volvidos limitam a sua utilizagao. Nesse contexto é essencial estudar novos compostos indutores
da HbF com baixa citotoxicidade e que possam estar amplamente disponiveis, como é o caso de
extratos de folhas da Carica papaya (CP), uma planta medicinal com propriedades antioxidantes
e anti-inflamatdrias. Objetivos - Este estudo pretende avaliar o efeito do extrato metandlico das
folhas de CP (EMFCP) em parametros biolégicos como a proliferacao e a viabilidade celular em
células K562. Método - As células K562 foram expostas durante 72h ao EMFCP a 500 pg/mL e
durante 24 horas ao EMFCP (0,5; 50; 100 pg/mL) e a HU (25 pug/mL). A proliferacao e viabilidade
celular foram analisadas através da quantificacdo celular pelo método de exclusdo do azul de
tripano. Resultados — Os resultados demonstram que a proliferacdo e a viabilidade celular foram
afetadas pelo EMFCP apenas na concentracdo de 500 ug/mL, ndo se tendo verificado alteracdo
nestes parametros nas restantes concentragdes utilizadas. Conclusao - Os resultados mostraram
que os EMFCP néo sao citotoxicos quando incubados em células K562 em concentracdes infe-
riores ou iguais a 100 pg/mL, permitindo assim explorar este composto na avaliacdo do seu poten-
cial terapéutico no contexto da anemia falciforme.
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Analysis of the biological effect of Carica papaya leaf extracts on the
viability and proliferation of K562 cells

ABSTRACT: Background - Sickle cell disease (SCD) is a genetic blood disorder caused by muta-
tions in the B-globin gene that affects the shape and transport of red blood cells in blood vessels,
leading to various clinical complications. The pharmacological reactivation of fetal hemoglobin
(HbF) through compounds such as hydroxyurea (HU), is one of the currently available treatments,
however, their safety concerns and expensive cost in low- and middle-Income countries limit
their use. In this context, it is essential to study novel HbF-inducing compounds that have scarcer
adverse effects and can be widely available, such as Carica papaya leaf (CP) extracts, a medicinal
plant with anti-oxidant and anti-inflammatory properties. Aim of the study - Evaluate the effect
of CP methanolic leaf extracts (CPMLE) on biological parameters such as cell proliferation and
viability on the K562 cell line. Methods — K562 cells were exposed for 72 hours to CPMLE at 500
pg/mL and for 24 hours to CPMLE (0.5; 50; 100 pg/mL) and HU (25 pg/mL). Cell proliferation and
viability after CPMLE exposure were analyzed by cell counting. Results — The results demons-
trate that cell proliferation and viability were affected by CPMLE only at the concentration of 500
pg/mL, with no effects being observed at the lower concentrations analysed. Conclusion - Our
results showed that CPMLE is not cytotoxic when incubated at concentrations equal to or below
100 pg/mL thus allowing us to explore this compound in the evaluation of its therapeutic poten-
tial, in the context of sickle cell anemia treatment.

Keywords: Carica papaya; Fetal hemoglobin; Sickle cell disease; Natural compounds.

55



SAUDE & TECNOLOGIA . MAIO | 2023 | #28 | P. 55-60 . ISSN: 1646-9704

Introducéao

A anemia falciforme é uma das doengas monogénicas mais
comuns do mundo'. Esta doenca, causada por mutacdes no
gene da 3-globina, é mais prevalente em paises subdesenvol-
vidos; contudo, encontra-se disseminada por todo o mundo
devido as migracdes populacionais?, tornando-se num
problema de saude publica ja reconhecido pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS)3. Atualmente, a Unica cura para a
anemia falciforme passa pelo transplante de células estami-
nais da medula éssea®. Porém, a falta de dadores compativeis,
0s riscos associados* e o seu custo limitam a sua aplicabili-
dade em paises subdesenvolvidos®. Em paralelo com esta
terapéutica existem hoje em dia alguns tratamentos dispo-
niveis, nomeadamente transfusées sanguineas recorrentes
e inducdo farmacolégica da hemoglobina fetal (HbF), que
tentam aliviar os sintomas dos individuos com anemia falci-
forme*.

Até a data, a hidroxiureia é uma das trés moléculas apro-
vadas pela Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento da anemia falciforme®. Este farmaco reativa a
producao da HbF”8, compensando, dessa forma, a falta de
hemoglobina adulta. Contudo, a sua citotoxicidade, a exis-
téncia de ndo respondedores’ e o custo elevado em paises
subdesenvolvidos faz com que a procura por novas molé-
culas mais eficazes, com menos riscos associados e menos
dispendiosas, continue.

Ha pelo menos 60 mil anos que as plantas tém sido utili-
zadas como medicamentos pelo ser humano no tratamento
de diversas patologias®’, uma vez que apresentam efeitos
adversos reduzidos, baixo custo e maior disponibilidade™.
O conhecimento das suas propriedades bioldgicas e a facili-
dade com que sdo encontradas faz com que se tornem numa
linha de investigacao atrativa no contexto do tratamento
da anemia falciforme. Até aos nossos dias, os cientistas tém
isolado com sucesso varios compostos bioativos prove-
nientes de fontes naturais com baixa toxicidade e com alta
eficacia na inducdo da HbF".

A espécie Carica papaya L., também conhecida como planta
de papaia ou mamao, pertence afamilia Caricaceae e ao género
Carica L.2. Esta arvore é
abundante em regides
tropicais e subtropicais®,
tendo a sua producao
vindo a crescer ao longo
dos anos. O facto de
apresentar propriedades
fitoquimicas, bioldgicas,
nutricionais e medicinais,
incluindo propriedades
antioxidantes e anti-infla-
matorias"*, faz com que
esta planta tenha poten-
cial para ser utilizada no
tratamento de doencas
como a anemia falci-
forme'™. Para além disso,
foi previamente demons-

trado que extratos metandlicos de folhas de C. papaya (CP)
protegem a integridade da membrana dos eritrécitos em
condi¢des de stress osmatico, impedindo-os de adquirirem a
forma de foice's".

Estes resultados promissores, associados a facilidade com
que esta planta é encontrada, tornam a CP um bom alvo de
investigacgao.

Neste estudo pretendeu-se avaliar, em células K562 (linha
celular derivada de um paciente com leucemia mieloide
cronica humana), se os extratos metandlicos de folhas de CP
(EMFCP) sdo seguros e nao toxicos. Estas células foram selecio-
nadas por terem sido utilizadas em varios estudos anteriores
com foco na inducdo de hemoglobina fetal’®', incluindo em
associacdo com a inducao de expressao da gama globina®.

Método
Colheita e extracdao do material vegetal

Apds a colheita do material vegetal (origem: Algarve,
Portugal), as folhas de CP foram secas a temperatura ambiente
durante cerca de trés semanas, ao abrigo da luz. Seguida-
mente foram pulverizadas (cf. Figura 1-A) com recurso a um
almofariz e a um pildo. Posteriormente preparou-se o extrato
metandlico de folhas de CP (EMFCP), adicionando cerca de
550mL de metanol a 30g de p6 de CP. A extracao foi efetuada
com uma placa de agitagdo durante 48 horas a temperatura
ambiente. Apds este processo, o EMFCP foi filtrado (filtro
whatman com poros de 0,45 mm) e o solvente evaporado
num evaporador rotativo (cf. Figura 1-B). O residuo, livre de
metanol, foi armazenado a 4° C, ao abrigo da luz, até a prepa-
racao da solucdo stock. Foi preparada uma solucdo stock de
EMFCP com a concentracdo final de 40mg/mL, dissolvendo
o extrato vegetal em tampao fosfato salino (PBS) (Sigma-Al-
drich). A partir desta solucao prepararam-se quatro solucoes
para exposicdo celular com as concentragdes de 0,5; 50; 100
e 500 pg/mL de EMFCP. As concentragdes de EMFCP foram
selecionadas com base em estudos anteriores de avaliacao
do efeito de extratos de CP e sua aplicabilidade terapéutica
em doencas humanas, incluindo na anemia das células falci-
formes'.

Figura 1. (A) Folhas secas de C. papaya L. (B) Processo de extracdo num evaporador rotativo.
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Crescimento e manutencao da cultura de células K562

As células K562 (ECACC no: 89121407) sao origindrias de
uma leucemia mieloide crénica humana em crise de blastos,
comprada na European Collection of Cell Cultures (ECACC,
UK). As células K562 foram cultivadas em meio RPMI 1640
(Biowest), contendo L-Glutamina e 25mM Hepes e suple-
mentado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) (Sigma-Al-
drich) e com 500 pL de uma solucdo de 200mM de L-gluta-
mina suplementada com antibiéticos (10000U de penicilina e
10mg/mL de estreptomicina [Sigma-Aldrich]). As células K562
foram mantidas a uma densidade de 1 x 10° células/mL, reali-
zando-se subculturas a cada trés dias, durante os quais foram
incubadas numa atmosfera himida a 37° C com 5% (v/v) de
Co..

2

Exposicao das células K562 ao EMFCP

De forma a avaliar possiveis contaminag¢des do EMFCP no
meio de cultura utilizou-se uma placa de seis pocos (3mL/
po¢o), em que se juntou meio de cultura com EMFCP a 500
pg/mL. Passadas 120 horas, a placa foi visualizada ao micros-
copio o6tico e analisada quanto a presenca de contaminagoes.

Posteriormente expuseram-se as células a maior concen-
tracao de EMFCP (500 pg/mL) durante 72h. Apos este periodo
analisou-se a proliferacao e a viabilidade celular.

Para continuacdo do estudo, e ja com os dados da expe-
riéncia anterior analisados, as células K562 foram expostas
as restantes concentracdes do EMFCP (0,5; 50 e 100 pug/mL)
durante 24h. Adicionalmente, as células K562 foram ainda
expostas a 25 ug/mL de hidroxiureia (HYDREA®, USP) dissol-
vida em PBS, controlo positivo - indutor do gene gama,
tendo-se ainda usado como controlo negativo células incu-
badas apenas em meio de cultura.

Mais especificamente, as células K562 a uma densidade de
1 x 10° células/mL foram cultivadas em placas de seis pogos
(3mL/poco), tendo-se realizado trés experiéncias diferentes
(replicados biolégicos) por cada tratamento. Estas placas
foram posteriormente incubadas num ambiente humido a
37°C com 5% (v/v) de CO2 durante 24 horas (tempo de expo-
sicao do tratamento). Apos este periodo de exposicao proce-
deu-se a colheita das células de modo a avaliar-se a prolife-
racdo e a viabilidade celular.
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Proliferacao e viabilidade celular

Para avaliar os efeitos citotoxicos apos as 24 horas de expo-
sicao realizou-se o ensaio de exclusao do azul de tripano
(Sigma-Aldrich), tendo-se adicionado uma solucdo de
suspensao celular com 0,4% (m/V) de azul de tripano.

Apbs a visualizagcao das células na cdamara de Neubauer,
num microscopio invertido com contraste de fase (ampliacao
de 20x), foi possivel calcular, através da contagem celular, a
taxa de proliferacao e a percentagem da viabilidade celular:

Contagem de células vidveis
Niimero inicial de células em cada pogo (1x10%)

Taxa de proliferacao
celular:

Niimero de células vidveis
Nimero total de células

Percentagem de

viabilidade celular ~ x 100

Analise estatistica dos resultados

A analise estatistica dos dados obtidos ao nivel da prolife-
racdo e viabilidade celular na linha celular K562 foi realizada
com recurso ao software Microsoft Excel 365. Foi utilizado o
teste-t de student.

Resultados

Neste estudo pretende-se analisar o efeito citotdxico da
exposicao de células K562 a EMFCP, um extrato natural com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, com vista ao
seu potencial uso como alternativa terapéutica a HU, atual-
mente aprovada pela FDA para o tratamento da anemia
falciforme. Para tal, as células foram expostas a diferentes
concentragoes de extratos de EMFCP e a sua proliferacdo e
viabilidade celular foram medidas, sempre por comparacao a
exposicao a HU, um indutor do gene gama.

Inicialmente expuseram-se as células K562 a concentracao
de 500 pg/mL do EMFCP, durante 72 horas, tendo-se de
seguida calculado a taxa de proliferacdo e a respetiva viabi-
lidade celular. Os resultados obtidos mostram que as células
expostas a esta concentracdo apresentam uma taxa de proli-
feracao de 5,33 + 2,90, enquanto para o controlo (células nao
tratadas) o valor é de 12,30 + 1,16 (cf. Figura 2-A).

Quanto a viabilidade celular verificou-se que, para o trata-
mento com 500 pg/mL do EMFCP, menos de 50% das células
eram viaveis (44,8% =+ 16,2%) (cf. Figura 2-B).
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Figura 2. Efeitos do EMFCP na proliferacdo (A) e na viabilidade (B) das células K562.
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Proliferacdo e viabilidade das células K562 apds 24h de
exposicao ao meio de cultura RPMI (controlo) e ao EMFCP
com concentracgéo final de 500 pg/mL.

Dado o efeito citotoxico observado nas células K562,
expostas a concentragao de 500 pug/mL durante 72 horas,
decidiu-se expor as células K562 a 1 x 10° células/mL durante

24 horas a trés concentracdes de EMFCP abaixo dos 500 ug/
mL (0,5; 50 e 100 pg/mL) e também a concentracdo de 25
pg/mL de HU, como controlo positivo de indugdo do gene
gama.

Apds o periodo de exposicao analisou-se a proliferacdo e a
viabilidade celular.

Racio de proliferagao das células K562
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Figura 3. Efeitos do EMFCP na proliferacdo das células K562.

Proliferacdo das células K562 apds 24h de exposicao ao
meio de cultura RPMI (controlo), a 25 pg/mL de HU e ao
EMFCP com concentragéo final de 0,5 pug/mL; 50 pg/mL e
100 pg/mL. As variagdes estatisticamente significativas em
relagdo ao controlo séo avaliadas através do teste-t (*p<0,05).

No que se refere a proliferacao celular observou-se que os
racios obtidos para as concentracées de EMFCP de 0,5; 50 e
100 pug/mL assumiram os valores 2,12; 2,48 e 2,15, respetiva-
mente (cf. Figura 3). O maior aumento da proliferacao celular
verificou-se aquando da exposicdo das células ao EMFCP a
concentragao de 50 pg/mL.

O tratamento com HU (p=0,021) provocou uma diminuicdo
de proliferacao celular significativa relativamente ao controlo
negativo (meio de cultura).

Seguidamente avaliaram-se os potenciais efeitos cito-
toxicos do EMFCP em células K562 através do ensaio de
exclusdo por azul de tripano (cf. Figura 4).

Viabilidade das células K562 ap6s 24h de exposi¢do ao meio
de cultura RPMI (controlo), a 25 pg/mL de HU e ao EMFCP com
concentragao final de 0,5 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL.

A analise dos dados demonstrou que para as varias doses
de EMFCP utilizadas nédo existiram variacoes estatisticamente
significativas quanto a viabilidade celular.

Por outro lado, observou-se que a HU foi o composto
que mais afetou a viabilidade celular das células expostas a
(82,41% + 4,69), ndo tendo significado estatistico.

Discussao

Os extratos de folhas de Carica papaya L. tém-se revelado
potenciais aliados no tratamento de varias doencas na medi-
cina tradicional'®, nomeadamente na malaria, na dengue e na
anemia falciforme'®?'. Neste sentido, é fundamental avaliar-se
o perfil de seguranca deste extrato, de modo a prever a sua
citotoxicidade e determinar uma dose segura para o uso
humano??. Tendo em conta esta necessidade, no presente
estudo avaliou-se a proliferacdo e a viabilidade do EMFCP
em células K562. Os resultados obtidos demonstraram que
a exposicdo das células a este extrato na sua concentracao
maxima de 500 pg/mL apresentou evidéncias de citotoxici-
dade. Contudo, em concentrac¢des iguais ou inferiores a 100
pg/mL (100 pg/mL, 50 pg/mL e 0,5 pg/mL), incubadas por
24h, ndo se evidenciaram indicios de citotoxicidade, demons-
trando que o EMFCP é vantajoso quando comparado com
outros indutores da HbF, como a HU que, tendo sido usado
como controlo positivo de inducdo do gene gama, neste
estudo, também mostrou ser citotoxico. Desta forma, o uso
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Figura 4. Efeito do EMFCP na viabilidade das células K562.

de EMFCP tem um grande potencial em estudos futuros que
visam a caracterizacdo molecular da inducdo da HbF e seu
potencial terapéutico.

E importante referir que a exposicao das células ao EMFCP
a concentracdo de 500 pg/mL teve uma duracao de 72h, ao
contrario do ensaio com os restantes tratamentos com uma
duracdo de 24h. Assim, o menor racio de proliferacdo na
Figura 3 comparativamente com a Figura 2-A parece dever-se
ao menor tempo de exposicdo, dado que as células tiveram
menos tempo para proliferarem. Quanto a viabilidade, esta
€ menor na exposicdo das células ao EMFCP a concentracao
de 500 pg/mL comparativamente com as restantes concen-
tracoes, tendo uma relacdo direta com o tempo de exposicao.
A avaliacao da exposicao celular a concentracdes do EMFCP
entre 100 e 500 ug/ml serd considerada em estudos futuros,
a fim de melhor caracterizar a proliferacéo e viabilidade das
células na presenca deste extrato. Estd também prevista
a analise destes extratos em linhas celulares eritroides de
origem saudavel.

Conclusoes

A alta prevaléncia, morbilidade e mortalidade da anemia
falciforme23 levou a comunidade cientifica a procurar novos
compostos mais eficazes na inducao da hemoglobina fetal e
com menos efeitos secundarios?.

O presente estudo demonstrou que a maior concentracdo
do EMFCP (500 pg/mL, durante 72h) aparenta afetar tanto a
proliferacdo como a viabilidade celular. Contudo, verificou-se
que as restantes concentrag¢des utilizadas (100 pg/mL, 50 pg/
mL e 0,5 pg/mL), e incubadas por 24h, ndo parecem afetar
estes dois parametros.

Assim, este estudo traz uma nova perspetiva sobre os
compostos naturais como potenciais candidatos na desco-
berta de uma futura terapia acessivel e eficaz no tratamento

da anemia falciforme. Considerando que esta patologia é
caracterizada por uma mutacdo pontual no gene da 3-glo-
bina', no futuro serd interessante avaliar o efeito do EMFCP
na expressao deste gene juntamente com a avaliacdo da
expressao do gene da y-globina, uma vez que estes estao
envolvidos no mecanismo de regulagao da HbF.
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