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1. INTRODUCAO

A grande incidéncia de cancer em todo mundo faz com que cada vez mais aumente a busca de
pesquisas e terapias, mais seguras e eficazes, para prevencdo e combate do mesmo. Apesar
dos varios esforgos desprendidos, 0 sucesso no tratamento de tumores tem se mostrado
discreto, devido ao grau de agressividade da doenca e os mecanismos de escape das células
neoplasicas, e principalmente pela toxicidade medular causada pelos agentes anti-neoplasicos
devido a auséncia de seletividade destes para as células neoplasicas, o que limita suas doses
fazendo com que muitas vezes elas sejam incapazes de eliminar todas as células tumorais
(RAFFERTY et al., 1996).Estudos sobre fitoterapicos na busca de substancias bioativas de
origem natural vém despertando interesse da comunidade cientifica e varios trabalhos tém
sido publicados confirmando atividades farmacoldgicas de ervas de uso secular e empirico
pela populacdo, por desempenhar papel fundamental na prevencdo de patologias. Estas
informacdes demonstram, inquestionavelmente, a importancia da pesquisa cientifica na
identificacdo da atividade farmacoldgica e mecanismos de acdo de plantas e/ou seus extratos,
para novas descobertas em areas como oncologia, imunoterapia, entre outras.Sendo assim, nos
propomos a estudar a citotoxidade do extrato da folha e do fruto da Punica granatum sobre o
modelo experimental do Tumor ascitico de Ehrlich, que é bastante vantajoso frente a outros
modelos tumorais por apresentar inespecificidade diante das diferentes linhagens murinas, ser
facilmente transplantavel, com porcentagem de “pega” de até 100% e permitir a utilizacdo de
diferentes vias de inoculacdo para a administracdo das células tumorais.

2. METODOLOGIA
2.1 - Obtencdo do extrato

O material botanico foi oriundo do horto da Faculdade de farmécia e o extrato preparado de
acordo com a Farmacopéia Brasileira.

2.2 - Ensaios in vitro

Nos ensaios in vitro utilizamos células ascitica de Ehrlich,que foram coletadas da cavidade
intraperitonial de camundongos Swiss. Para avaliar a citotoxicidade, as células foram
semeadas (2x10° cels/ml), em triplicata, em placa de 96 pocos e incubadas durante 24 e 48
horas, em estufa Umida, com 5% de CO, no ar, com diferentes concentra¢fes (0,062 a
3,125mg/ml)) do extrato alcodlico da folha e do fruto da PG.

2.2.1 - Avaliacdo da citotoxicidade pelo método de viabilidade por azul de trypan Apds o
periodo de incubacdo uma aliquota de 20 pl da suspensdo de células foi retirada e diluida em
180 pl de Azul de Trypan (0,2%, Sigma ®). As células foram observadas por suas alteracdes
morfoldgicas e contadas em Camara de Newbauer. As células viaveis, que excluiram este
corante, possuiam um aspecto translicido e as células mortas apresentavam a coloracdo
arroxeadas.
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2.2.2 - Avaliacdo da citotoxicidade do extrato de PG pelo método de reducdo do tetrazolium
(MTT)

Apbs o periodo de incubacdo foram adicionados 10 pl da solugcdo de MTT em cada pogo e a
cultura foi incubada por mais 4 horas. Em seguida retirou-se o sobrenadante (meio de cultura)
e 80 ul de Dimetil Sulfoxido (DMSO, Merck) foi adicionado a cada pogo para solubilizacédo
dos cristais azuis-escuro de formazan formados. Os cristais foram homogeneizdos
cuidadosamente por 10 minutos e em seguida efetuo-se a leitura em aparelho de ELISA a 570
nm e a citotoxicidade celular dos extratos em estudo foi calculada da seguinte maneira:
Células viaveis = Absorbancia por well/ Média da Absorbancia do controle x 100.

3. RESULTADO E DISCUSSAO
3.1 - Avaliacdo da citotoxicidade pelo método de viabilidade por azul de trypan

Utilizando o método de viabilidade por azul de trypan, notou-se que as diferentes
concentracfes da planta produziu um efeito citotoxico concentracdo-dependente, conforme
apresentado na Figura 1A. A citotoxicidade é extrema nas doses de 3,125 e 1,56 mg/ml,
ocasionando 100% de células mortas em relacdo ao controle, independente do periodo de
incubacdo. A concentragdo de 0,39 mg/ml apresentou 38,18% de células vivas no periodo de
24h e apenas células mortas no periodo de 48h. Em 0,25 e 0,125 mg/ml foi analisada a
presenca respectiva de 64,37% e 82,22% de células viaveis no periodo de incubagédo de 24h,
sendo que 38,41% (0,25mg/ml) e 38,22% (0,125mg/ml) de células vivas foram observadas na
incubacdo por 48h. Na concentra¢do de 0,062 mg/ml restaram 59,85% de células vivas no
periodo de 24h, sendo que em 48h foi observado 38,69% de células vivas. Maiores estudos
sd0 necessarios para o estabelecimento preciso da CLsg. Um perfil semelhante de resposta foi
observado com a exposicdo de células do Tumor ascitico de Ehlrich a diferentes
concentragdes do extrato bruto do fruto da Pg (Figura 1B).
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Figura 1- Viabilidade celular de células asciticas do Tumor de Ehrlich ap6s 24 e 48 h de
exposicdo a diferentes concentracdes do extrato da folha (A) e do fruto (B) de PG (0,062 a
3,125 mg/ml) pelo método de azul de trypan. Cada ponto representa a média da triplicata. A
barra horizontal representa 50% de morte celular (CLsgo).

3.2 - Avaliacdo da citotoxicidade do extrato de PG pelo método de reducéo do tetrazolium
(MTT)

Através do método de reducdo do MTT varias concentragfes do extrato alcoolico da folha de
Punica granatum em culturas de células com Tumor ascitico de Ehrlich, foram testadas num
periodo de incubacdode 48h, e notou-se que as diferentes concentracBes da planta produziu
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um efeito citotdxico dose-dependente. As doses de 3,125 e 1,56 mg/ml ocasionaram
respectivamente 84,53% e 83,69% de células com atividade mitocondrial em relacdo ao
controle. Nas concentracdes de 0,78 e 0,5 mg/ml observou-se respectivamente 81,95% e
88,94% de células viaveis. A concentracdo de 0,39 mg/ml apresentou 92,41% de células
viaveis. Em 0,25 e 0,125 mg/ml foi analisada a presenca respectiva de 95,02% e 72,12% de
celulas vivas . Na concentracdo de 0,062 mg/ml restaram 79,98% de células vivas (Figura
2A). A cultura de células com o extrato do fruto, em um periodo de incubacdo de 24
apresentou os seguintes resultados pelo método de reducdo do MTT: nas maiores doses
empregadas aproximadamente 80% das células sobreviveram em relacdo ao controle. Nas
concentracbes de 0,78 e 0,5 mg/ml observou-se 75,75% e 70,88% de células viaveis,
respectivamente. A concentracdo de 0,39 mg/ml apresentou 97,50% de células vivas. Nas
menores concentracdes ndo se observou atividade citotoxica (Figura 2B).
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Figura 2- Viabilidade celular de células asciticas do Tumor de Ehrlich apdés 48 h de
exposicdo a diferentes concentracdes do extrato da folha (A) e do fruto (B)de PG (0,062 a
3,125 mg/ml) pelo método de reducdo do MTT. Cada ponto representa a média da triplicata.
A barra horizontal representa 50% de morte celular (CLsg).

4 - CONCLUSOES

Diante dos dados apresentados, podemos concluir que o EPG possui um efeito citotoxico
sobre as células do Tumor ascitico de Ehrlich. Este efeito se apresentou de forma
concentracdo-dependente. Maiores estudos deverdo ser realizados com diferentes doses para
confirmacéo do efeito citotdxico em outras linhagem tumorais e encontrarmos a concentracdo
letal para 50% das celulas (CLsgo).
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