Received 26 August 2008; Accepted 10 September 2009

Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy
20(2): 201-207, Abr./Mai. 2010

AN

Atividade citotoxica e antiangiogénica de Punica granatum L.,
Punicaceae

Ligianne P. Oliveira,! Renata C. Pinheiro,! Marcelo S. Vieira,! José Realino Paula,?
Maria Teresa F. Bara,? Marize C. Valadares™

!Laboratdrio de Farmacologia e Toxicologia Celular, Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Goias,
Praca Universitaria, 1166-Setor Universitario, 74605-220 Goiania-GO, Brasil
2L aboratério de Pesquisa em Produtos Naturais, Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Goias,

Praca Universitaria, 1166-Setor Universitario, 74605-220 Goiania-GO, Brasil.

RESUMO: Punica granatum L., Punicaceae, amplamente usada no Brasil, foi avaliada quanto
ao seu potencial antitumoral in vitro e in vivo. Investigou-se in vitro a citotoxicidade do extrato
etanolico do fruto e folha da P. granatum utilizando células K-562 e células do Tumor Ascitico de
Ehrlich (TAE), pelos métodos de reducdo do MTT e exclusdo do azul de tripano. Nos estudos in
vivo avaliou-se 0 aumento da sobrevida de animais portadores do TAE e tratados, por via oral, com
diferentes doses dos extratos etanolicos da P. granatum (12,5; 25; 50 e 100 mg/kg) por dez dias
consecutivos. Além disso, nestes animais analisou-se o potencial de inibi¢do tumoral e a atividade
antiangiogénica da P. granatum. Os resultados dos estudos in vitro demonstraram uma reduc¢ao na
viabilidade das células K-562 e do TAE, concentracdo-dependente, nos métodos investigados. Os
resultados in vivo demonstraram aumento da sobrevida dos animais portadores do TAE tratados,
de forma dose-dependente. Em paralelo, observou-se diminuicdo do nimero de células tumorais
na cavidade peritoneal dos animais portadores e tratados. Além disto, os tratamentos empregados
reduziram o padrdo de vascularizagdo da parede abdominal. Dessa forma, os dados apresentados
revelaram que o extrato de P. granatum possui atividade antitumoral in vitro e in vivo em paralelo
a reducdo da angiogénese peritoneal.

Unitermos: Punica granatum, Punicaceae, atividade antitumoral, citotoxicidade, angiogénese,
tumor ascitico de Ehrlich.

ABSTRACT: “Cytotoxic and antiangiogenic activities of Punica granatum L., Punicaceae”.
Punica granatum L., a plant widely used in Brazil, was tested for its antitumor and antiangiogenic
activities in vitro and in vivo. In this work, the in vitro cytotoxicity was evaluated using the K-562
cell line and Ehrlich ascites tumour cells, by MTT tetrazolium reduction test and the trypan blue
exclusion test. In vivo studies investigated the increase in the survival time of Ehrlich tumour-bearing
mice after treatment with different doses of Punica granatum L. ethanol extract (12.5; 25; 50 e and
100 mg/kg), by gavages, for ten consecutive days. In addition, we also investigated the tumour
inhibition potential and antiangiogenic activity of this plant. In vitro results demonstrated a decrease
of K-562 and Ehrlich ascites tumour cells viability, with both methods used, in a dependent-manner
concentration. In vivo results showed a significant antitumor activity against Ehrlich ascites tumour
growth, increasing survival time. In parallel, we detected a significant inhibition of the tumour
growth, along with a decrease in the vascular pattern of the peritoneal wall. Thus, the data presented
herein clearly showed that Punica granatum L. has antitumor and antiangiogenic activities.

Keywords: Punica granatum L., Punicaceae, cytotoxicity, angiogenesis, Ehrlich ascites tumor.

INTRODUCAO

O cancer é um grande problema de satde publica
em todo o mundo. No Brasil, as estimativas para o ano de
2010, apontam que ocorrerdo aproximadamente 490 mil
casos novos de cancer, nimero valido também para 2011.
Os tipos mais incidentes, a exce¢do do cancer de pele do
tipo ndo-melanoma, serdo os canceres de prostata e de

*E-mail: marizecv@farmacia.ufg.br, Tel/Fax: + 55 62 3209 6044 R 227.

pulmao em homens e, os canceres de mama e de colo do
atero em mulheres (INC, 2009).

Apesar dos variados esforcos desprendidos
na busca de terapias mais eficazes para o tratamento do
cancer, 0 sucesso nos tratamentos medicamentosos tem se
mostrado discreto, ndo somente pelo grau de agressividade
da doenca ou pelos mecanismos de escape das células
neoplésicas, mas também pela toxicidade medular exercida
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pelos agentes antineoplasicos classicos (Rafferty et al.,
1996; Newmann, 2003).

O modelo experimental do Tumor Ascitico de
Ehrlich (TAE) tem sido amplamente empregado como
ferramenta em estudos que buscam a elucidacdo de
mecanismos de agdo antitumoral de novas substancias.
Este modelo é de facil manejo, facilmente transplantavel e
permiti o crescimento tumoral na forma soélida, subcuténeo,
e ascitica na cavidade peritoneal dos animais (Chen &
Watkins, 1970).

Punica granatum L., Punicaceae, conhecida
popularmente como romanzeira, romeira e granado, é
amplamente distribuida por todo Brasil sendo originéria da
Asia (Braga, 1961). Dentre os fitoconstituintes presentes na
planta, destacam-se flavonodides (apigenina e narigenina),
antocianinas, taninos (&cidos galico e elagico), alcaldides,
&cido ascorbico, acidos graxos conjugados (acido punico)
e 0 &cido ursolico (Lansky & Newmann, 2007).

A romanzeira é popularmente usada para o
tratamento de um grande ntimero de doengas inflamatorias
e infecciosas, incluindo lesdes e abscessos de pele e
mucosas, amidalites, faringites, estomatites, gengivite,
glossite, afeccOes febris, diarréias de origem bacteriana
e parasitéria, colicas, hemorroidas, infeccBes de vias
urinrias e genitais, viroses em geral, infec¢des por fungos,
conjuntivites e doencas respiratérios, como bronquites
(Jimenez et al., 1979; Sivarajan & Balachandran, 1994,
Zhang et al., 1995; Longuefosse & Nossin, 1996; Navarro
et al., 1996, Fengchun et al., 1997; Jassim, 1998; Holetz et
al., 2002).

Recentemente, estudos tém mostrado atividade
citotoxica de extratos de diferentes partes de P. granatum
em uma série de subtipos de células tumorais (Jeune et
al., 2005). Alguns dos trabalhos demonstraram que o suco
do fruto da P. granatum além de retardar a oxidacéo e a
sintese de prostaglandinas, pode inibir a proliferacdo de
células tumorais, reduzir a invasdo tumoral, promover a
apoptose e ainda inibir a formacdo de vasos no modelo in
vitro da membrana corioalantéide (Toi et al., 2003).

A angiogénese ¢ definida como a formagdo de
novos vasos sangliineos a partir de vasos preexistentes
(Gonzalez, 2000). O crescimento tumoral demanda grande
aporte nutricional sendo crucial o aumento da angiogénese
local (Haubner et al., 1997; Nicolaou, 1998). Desta
forma, a angiogénese é um ponto chave de uma série de
eventos fisioldgicos e patoldogicos para o crescimento
tumoral e disseminagdo metastasica, o que faz de todos
0S mecanismos que participam da angiogénese alvos
promissores para a terapéutica antitumoral (Gonzélez,
2000). Neste cenario, diante de evidéncias da literatura de
efeitos antiangiogénicos da P. granatum, fez-se importante
investigar os potenciais efeitos desta planta sobre o
crescimento e angiogénese tumoral (Lansky & Newmann,
2007).

Diante dos dados acima, o presente estudo
investigou a atividade antitumoral do extrato etandlico do
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fruto e das folhas de P. granatum in vitro e in vivo. Os
efeitos citotoxicos foram avaliados in vitro em linhagens
leucémicas de células K-562 e células asciticas do TAE. A
atividade antitumoral in vivo foi avaliada em camundongos
portadores do TAE e tratados com diferentes doses dos
extratos. Em adicdo, a capacidade de inibir o crescimento
do TAE e o efeito antiangiogénico in vivo também foram
analisados.

METODOLOGIA
Extrato etandlico de Punica granatum

O material botanico (folha e fruto) de P. granatum
foi colhido em junho de 2005, em Goiania-GO (768 m de
altitude; 16°40’33,3” S e 49°14°39,5” O). O material foi
identificado pelo Professor Associado da disciplina de
Farmacognosia da Faculdade de Farmacia-Universidade
Federal de Goias, Dr. José Realino de Paula. Exsicata foi
depositada com a identificacdo UFG-41497.

As folhas da planta foram secas em estufa a 40 °C,
pulverizadas e maceradas em alcool etilico 95%. O material
resultante foi filtrado e rotaevaporado a pressdo reduzida,
a 40 °C. Para maior remogao do solvente, o extrato foi
levado a estufa a 40 °C por cerca de 10 h. O extrato do
fruto foi preparado seguindo o0 mesmo procedimento para
a preparacdo do extrato da folha, exceto que o fruto foi
triturado antes da extracdo com o alcool etilico 95%.

Linhagem celular

As células K-562 foram cultivadas em meio
RPMI 1640 medium (Gibco BRL Co., Grand Island,
NY) com 10% de soro bovino fetal inativado, 100 mg/
mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina G e 2mM
de L-glutamina, em estufa Gmida, com 5% de CO, e
temperatura de 37 °C. As células foram repassadas duas
vezes na semana e utilizadas na fase exponencial de
crescimento. A viabilidade celular foi determinada pelo
método de exclusdo de azul de tripano e de redugdo
do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio]).

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss com idade
entre 6 e 8 semanas, fornecidos pela Indlstria Quimica
do Estado de Goids. Os animais foram agrupados ao
acaso em caixas de polipropileno, em sala climatizada
sob temperatura constante de 26+2 °C, com ciclo claro-
escuro de 12 h. O regime alimentar foi o classico, com
racdo comercial padrdo e agua fornecidos ad libitum. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica
desta Universidade (CEPMHA/HC/UFG n°: 162/06).
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Tumor ascitico de Ehrlich

O TAE foi mantido em camundongos Swiss
por meio de passagens sucessivas intraperitoneais. A
suspensdo de células tumorais foi preparada com uma
solucdo salina balanceada com pH 7,4, até a obtencédo
final de uma concentra¢do de 2x10° células viaveis/mL.
Camundongos foram inoculados por via intraperitoneal
no dia 0 com 6x10® células tumorais/mL, em um volume
de 0,2 mL. A viabilidade das células foi determinada pelo
método de exclusdo por azul de tripano. As culturas de
células derivadas do TAE foram coletadas por lavagem
peritoneal em camundongos, 8 a 10 dias ap6s o transplante
tumoral.

Ensaio in vitro
Avaliacao de citotoxicidade

As células K -562 e TAE foram semeadas (2x
106 cels/mL; 100 uL/pogo), em triplicata, em microplaca
de 96 pocos (Corning, USA), em meio de cultura RPMI
1640, suplementadas com 10% de soro bovino fetal e
expostas a diferentes concentragdes (0,062 a 2 mg/mL) do
extrato de P. granatum da folha e do fruto, por 24 h. Foram
adicionados 10 pL da solucdo de 5 mg/mL do corante
MTT em cada poco. Apds exposicao por 4 h, o meio de
cultura foi removido e 80 L de dimetilsulféxido (DMSO,
Merck, Alemanha) foram adicionados a cada poco, para
solubilizacdo dos cristais de formazam. As placas foram
agitadas cuidadosamente por 10 min e em seguida a
absorbancia foi medida no aparelho de ELISA a 570 nm.

O crescimento e a viabilidade das células do
TAE também foram avaliados pelo método de exclusao do
azul de tripano. Ap6s o periodo de exposi¢do (24 h) uma
aliquota de 20 pL da suspensdo de células foi retirada e
diluida em 180 pL de azul de tripano (0,2%, Sigma®). As
células foram observadas por suas altera¢cdes morfoldgicas
e contadas em camara de Newbauer. As células viaveis, que
excluiram este corante, possuiam um aspecto translucido e
as células mortas apresentavam coloragéo azulada.

Ensaios in vivo
Avaliacao da sobrevida

Os extratos de do fruto e da folha P. granatum
foram diluidos em salina com 5% de Tween 80 e usados
imediatamente ap6s do preparo. Os camundongos
portadores do TAE receberam 0,2 mL por via oral, as
seguintes doses: 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg/dia do extrato
de P. granatum, por dez dias consecutivos. O tratamento
iniciou-se 24 h apds a inoculacdo do tumor. O grupo
controle portador do tumor recebeu apenas 0,2 mL do
solvente do extrato. A atividade antitumoral in vivo foi
determinada pelo aumento do tempo de sobrevida dos

animais tratados (n=9 por grupo) comparados com 0s
animais controle portadores do TAE ndo-tratado.

Inibicdo tumoral e da angiogénese

Para o estudo da inibicdo tumoral e potencial
antiangiogénico, os animais receberam o mesmo protocolo
de tratamento da avaliacéo da sobrevida, contendo quatro
grupos tratados, conforme descrito acima e um grupo
controle (n=6 por grupo). Os animais foram submetidos
a eutanasia, 24 h apo6s a administracdo da ultima dose,
e o fluido ascitico foi isolado por lavagem da cavidade
peritoneal. O nimero total de células tumorais foi contado
pelo método de excluséo por azul de tripano. Avaliou-se a
inibicdo ou ndo do tumor nos grupos tratados em relacdo
ao controle. Retirou-se também a pele de toda a regido
abdominal, as quais foram fotografadas e analisadas quanto
ao aumento no numero e calibre dos vasos sanguineos
presente nesta regido.

Andlise estatistica

Os resultados da citotoxicidade foram
transformados em porcentagem em relagéo ao controle e a
Cl,, (concentragdo que produz 50% de efeito inibitorio nos
parametros avaliados) foi graficamente obtida da curva de
concentragdo-resposta. Os resultados foram expressos
considerando o desvio padrdo (+DP) da triplicata. A curva
de sobrevida dos animais portadores do tumor tratados com
extratos de P. granatum foi calculada através do teste de
Kaplan-Maier e a diferenga entre os grupos foi comparada
usando o teste Long-Rank (p<0,05).

RESULTADOS
Atividade antitumoral in vitro

As viabilidades das células K-562 e do TAE,
avaliadas ap0s 24 h de exposicao a diferentes concentragdes
dos extratos de P. granatum pelo método de reducdo
do corante MTT, estdo apresentadas nas Figuras 1 e 2,
respectivamente. O emprego deste método demonstrou
que ambos os extratos, folha e fruto, produziram um efeito
citotoxico concentragdo-dependente. Os valores de Cl,,
da folha e do fruto foram respectivamente 1,0 e 1,2 mg/
mL para células K-562, e 0,8 e 0,7 mg/mL para células do
TAE. Resultado semelhante foi observado com o método
de exclusdo do azul de tripano (Figura 3). Os valores de
Cl,,da folha e do fruto foram 0,65 e 0,76 mg/mL.

Atividade antitumoral in vivo

Os efeitos do tratamento com os extratos da folha
e do fruto de P. granatum sobre a sobrevida dos animais
portadores do TAE estdo apresentados nas Figuras 4 e 5,
respectivamente. O estudo mostrou que a dose de 50 mg/
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kg de extrato da folha de P. granatum produziu de forma
significativa (p<0,05; Teste de Long-Rank) um aumento
na sobrevida dos animais portadores de 44,5%, quando
comparados ao controle. O mesmo foi observado no
tratamento com o extrato do fruto de P. granatum, no qual
a dose de 50 mg/kg também apresentou 0 maior aumento
da sobrevida, com aumento de 64,7% em relacdo ao
controle.

K562 MTT
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Figura 1. Viabilidade celular de células K-562 ap6s 24 h de
exposicdo a diferentes concentracdes do extrato da folha e do
fruto de P. granatum (0,062 a 2 mg/mL) pelo método de reducao
do corante metiltetrazolium. Cada ponto representa a média da
triplicata.

TAE MTT

100

50

Viabilidade %

0,01 01 1 10
mg/ml

=—d— Folhs 24h — O—  Frute 24h

Figura 2. Viabilidade celular de células asciticas do Tumor de
Ehrlich ap6s 24 h de exposi¢do a diferentes concentragdes do
extrato da folha e do fruto de P. granatum (0,062 a 2 mg/mL)
pelo método de reducdo do corante metiltetrazolium. Cada ponto
representa a média da triplicata.
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Figura 3. Viabilidade celular de células asciticas do tumor de
Ehrlich apds 24 h de exposi¢do a diferentes concentragbes do
extrato da folha e do fruto de P. granatum (0,062 a 2 mg/mL)
pelo método de exclusdo pelo corante azul de tripano. Cada
ponto representa a média da triplicata.
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Figura 4. Curva de sobrevida (Kaplan-Maier) de animais
inoculados com tumor ascitico de Ehrlich e tratados com extrato
da folha de P. granatum (12,5; 25; 50 e 100 mg/kg/dia) por dez
dias consecutivos. Log-rank (P=0,04134).
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Figura 5. Curva de sobrevida (Kaplan-Maier) de animais
inoculados com tumor ascitico de Ehrlich e tratados com extrato
do fruto de P. granatum (12,5; 25; 50 e 100 mg/kg/dia) por dez
dias consecutivos. O tratamento com o extrato foi iniciado 24
h apos a inoculagdo de 6x108 células do tumor. Log-rank (P=
0,04334).

Conforme apresentado nas Figuras 6 e 7 a
administracdo dos extratos da folha e do fruto de P.
granatum promoveu uma inibi¢do significativa (p<0,05)
do crescimento das células do TAE na cavidade abdominal.
As doses de 50 e 100 mg/kg da folha apresentaram maior
porcentagem de inibicao de células tumorais, com 31,2% e
45,1%, respectivamente. A inibicdo com as doses do fruto
foi maior, sendo 93,9% na dose de 25 mg/kg, e 94,1% na
dose de 50 mg/kg.

As Figuras 8 e 9 apresentam os dados referentes
aos efeitos dos extratos sobre a vascularizagdo da parede
abdominal dos camundongos. Os resultados demonstraram
reducdo significativa do padrdo de vascularizagdo,
reduzindo o nuimero e o calibre dos vasos, quando
comparado ao grupo controle.

DISCUSSAO

Estima-se que 80% da popula¢do mundial utiliza
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Figura 6. Inibicdo do crescimento tumoral de camundongos
inoculados com células do tumor ascitico de Ehrlich e tratados
por 10 dias com diferentes concentracgdes (12,5, 25, 50 e 100 mg/
kg) do extrato bruto da folha da P. granatum.

Figura 7. Inibi¢do do crescimento tumoral de camundongos
inoculados com células do tumor ascitico de Ehrlich e tratados
por 10 dias com diferentes concentragdes (12,5, 25, 50 e 100 mg/
kg) do extrato bruto do fruto da P. granatum.

Controle

12,5 mg/kg
Flgura 8. Estudo comparativo sobre o efeito do extrato da folha da P. granatum na inibicéo da vascularizagéo da parede peritoneal.

25 mg/kg 50 mg/kg

Controle 12,5 mg/kg 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg

Figura 9. Estudo comparativo sobre o efeito do extrato do fruto da P. granatum na inibi¢éo da vasculariza¢do da parede peritoneal.

plantas medicinais como recurso principal no atendimento
basico a satde. Os medicamentos fitoterapicos sdo
reconhecidos oficialmente como importantes fontes de
recurso terapéutico desde 1978 pela Organizagdo Mundial
de Salde (Gasparri, 2005).

Estudos na literatura estabeleceram a importancia
da atividade quimiopreventiva da P. granatum contra a

a funcdo mitocondrial através da avaliacdo da atividade da
succinato desidrogenase (Mosmann, 1983), enquanto que,
0 método de exclusdo por azul de tripano permite avaliar
a integridade estrutural da membrana celular. O ensaio
do MTT com o extrato da folha de P. granatum mostrou
que 1,0 mg/mL e menos de 0,8 mg/mL deste extrato
diminuiu em 50% a viabilidade das células K-562 e das

incidéncia e a multiplicacdo tumoral (Kim et al., 2002; células asciticas, respectivamente. J4 com o extrato do
Hora et al., 2003). fruto a viabilidade dessas células foi reduzida a 50% pelas
A citotoxicidade ¢é um indicativo inicial concentracdes de 1,2 e 0,7 mg/mL. Através do método de

da atividade antitumoral presente na maioria dos
quimioterapicos. Atualmente, 0s agentes antitumorais
usados clinicamente, na sua grande maioria, possuem
marcada atividade citotoxica (Ajith & Janardthanan, 2003).
O método de redugdo do MTT fornece informagdes sobre

exclusdo por azul de tripano, a Cl,, foi 0,65 mg/mL para
o0 extrato da folha e 0,76 mg/mL para o do fruto quando
utilizadas as células asciticas.

Em consonéncia com estes resultados in vitro,
os dados in vivo mostraram que o extrato de P. granatum
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apresenta eficacia contra o crescimento do TAE,
proporcionando aumento do tempo de sobrevida dos
animais. As melhores respostas foram verificadas com a
dose de 50 mg/kg, com aumento de 44,5% na sobrevida
de animais tratados com o extrato da folha e, 64,7%
nos animais tratados com o fruto. Os ensaios também
mostraram claramente inibi¢do do crescimento das células
tumorais na cavidade abdominal.

Inmeros trabalhos estudaram a agdo de
P. granatum sobre varios indicadores de atividade
antitumoral. Nestes trabalhos, os resultados tanto da
fracdo lipidica quanto da aquosa do extrato de P. granatum
sugerem potencial apoptético seletivo contra diferentes
linhagem de células cancerigenas, incluindo aquelas
hormdnio-dependente (Kim et al., 2002; Albrecht et al.,
2004; Johar et al., 2004; Seeram et al., 2005). Estudos
acerca do potencial terapéutico do extrato da casca de P.
granatum tém demonstrado retardar a proliferagdo tumoral
em diferentes linhagens de células cancerigenas (Lansky
et al., 2007).

Sabe-se que aproximadamente 90% de todas
as mortes por cancer advém do desenvolvimento de
metéastase de tumores primarios. De todos 0s processos que
envolvem a carcinogénese, o local de invasdo e a formacéo
de nova vascularizagéo séo clinicamente relevantes, poréem
sdo pouco entendidos. Recente pesquisa indica que a P.
granatum parece conter componentes capazes de suprimir
a invaséo de células tumorais (Kim et al., 2002; Lansky
et al., 2005 a,b). Existem fortes evidéncias de que a
angiogénese esteja relacionada ndo apenas ao crescimento
tumoral, mas desempenha ainda uma importante acdo no
processo de formagdo e desenvolvimento de metéstases
(Pinho, 2005). Neste contexto, estudo da literatura aponta
para propriedades anti-angiogénica da P. granatum
(Lansky et al., 2007).

Neste sentido, o0 presente estudo agrega
evidencias aos dados da literatura que demonstraram
efeito antiangiogénico de P. granatum. Observamos
uma modificagdo do padrdo de vascularizagdo da parede
peritoneal no animal portador do TAE, com reducdo da
vascularizagdo da parede abdominal, tanto no ndmero
quanto no calibre dos vasos, quando comparado ao grupo
controle.

Em conclusdo, os dados apresentados neste
trabalho sugerem que os extratos de P. granatum, tanto
da folha quanto do fruto, relevante atividade antitumoral
in vitro e in vivo. Desta forma, P. granatum pode ser um
grande projeto farmacéutico, com inimeras possibilidades,
entre as quais o tratamento do cancer.
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