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AVALIACAO DO EFEITO TERAPEUTICO DO EXTRATO AQUOSO DE Punica
granatumLinn SOBRE A TRANSLOCAGCAO DE CELULAS VIAVEIS DE SARCOMA
180

A quimioterapia € uma forma de tratamento antineoplasico que, por ndo apresentar
seletividade, tem agdo em todas as células ciclantes do organismo, causando varios
efeitos colaterais. Em vista disto, pesquisas envolvendo produtos naturais vém sendo
realizadas na busca de terapias adjuvantes alternativas aos quimioterapicos sintéticos.
Tem sido demonstrado que extratos de Punica granatumL. apresentam importante
atividade antitumoral. Assim, 0 objetivo deste estudo € avaliar o efeito da
administracdo do extrato aquoso da casca de Punica granatumLinn (EAPG) sobre o
crescimento tumoral de células de Sarcoma 180 em camundongos. Para tanto, o
EAPG foi submetido a analise cromatogréfica (CLAE) para identificar e quantificar os
compostos quimicos majoritarios. Para o ensaio bioldgico, células de s-180 foram
transplantadas para 60 camundongos divididos em 05 grupos (n=12): (CTL-), tratados
apenas com solucdo salina; (CTL+) tratados com 5-Fluoracil (5-FU); e os grupos
tratados com 10, 25 e 50 mg/Kg de EAPG (PG10, PG25 E PG50, respectivamente).
Apoés sete dias os tumores foram produzidos e posteriormente os animais foram
eutanasiados, realizando concomitantemente a excisdo dos tumores, bem como dos
orgdos de interesse, tais como figado, rins e bago, em que posteriormente estes foram
pesados e processados histologicamente. Também foram avaliados o leucograma e
indicadores bioquimicos de funcdo renal e hepatica dos animais. Os dados foram
analisados por meio do teste ANOVA com extensdo post-hoc de Tukey. Apenas o 5-
FU induziu reducdo na massa corpérea dos animais experimentais (p<0,05). Todos 0s
tratamentos testados promoveram redugdo na massa tumoral em relacdo ao
tratamento com solucao salina (p<0,001), sendo a taxa de inibicdo de crescimento das
doses de 10 e 50 mg/kg estatisticamente comparaveis ao 5-FU (p>0,05). O 5-FU
promoveu atrofia esplénica e leucopenia, alteracdes néo produzidas pelo EAPG. As
doses de 25 e 50 mg/kg do EAPG, bem como o 5-FU, promoveu alteracdes
bioquimicas compativeis com distarbios funcionais renais (p<0,05). Concluiu-se que a
administracéo intraperitoneal do EAPG nas doses de 10, 25 e 50 mg/kg apresentou
atividade antitumoral em modelo experimental murino com células de sarcoma 180
transplantado, sendo as doses de 10 e 50 mg/kg as mais eficazes. No entanto, os
dados bioquimicos sugerem toxicidade renal nas duas doses mais altas testadas neste
estudo.

Palavras-chaves: Punica granatumLinn, cancer, quimioterapico e produtos naturais
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INTRODUCAO

O céancer é caracterizado pelo crescimento descontrolado de células que
sofreram mutagdes de genes que controlam o crescimento e a mitose celular (Rosas
et al.,, 2010; Almeida et al., 2005). Constitui basicamente de uma enfermidade nas
células que ndo apresentam mecanismos de desvios de controle responsaveis pela

proliferacdo e diferenciacdo celular (Oliveira & Alves, 2002).

O céncer representa um conjunto de mais de 100 doencas e é qualificado por
ser uma enfermidade complexa com potencial mutacional, proliferativo, com
crescimento celular descontrolado e atipico, em que as células neoplasicas podem
invadir tecidos e 6rgéos adjacentes, com capacidade migratoria para regidoes distantes
do organismo definindo o conceito de metastase (Kumar et al., 2004; INCA, 2010).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima cerca de 580 mil
novos casos novos de cancer para o ano de 2014. De acordo com a World Health
Organization (2011) estima-se que em 2020 o numero de casos anuais novos seja de
ordem de 15 milhdes, estimando-se que cerca de 60% desses Nnovos casos ocorrerao
em paises em desenvolvimento (INCA, 2012). A Organizacao Mundial da Saude (OMS
- 2013) realizou uma projecéao de 27 milhdes de novos casos de céancer para o ano de
2030 em todo o mundo, com uma estimativa de 17 milhdes de Obitos causados pela
instalagdo de células tumorais. De acordo com a OMS, os paises em estagio de
desenvolvimento serdo os mais afetados. Sendo assim, o controle das doencas
malignas demanda o aprofundamento no conhecimento dos mecanismos complexos
de regulacdo molecular intracelular, passando pela selecdo de moléculas bioativas
com propriedades antitumorais até a instalacdo de habitos e estilo de vida individual,

0s quais poderédo contribuir para a diminuicdo da instalacdo da doenca.

O tratamento do cancer € usualmente realizado através de radioterapia e/ou
quimioterapia. A quimioterapia é o método terapéutico mais utilizado, porém apresenta
uma série de efeitos colaterais, muitas vezes necessitando de descontinuidade no

tratamento até recuperagéo parcial do paciente (Oliveira et al., 2009).

Com o aumento da incidéncia mundial do cancer, grandes esforcos tém sido
realizados na busca da cura ou controle desta enfermidade. Diversos produtos
farmacéuticos sdo utilizados para o tratamento de neoplasias. As particularidades
biol6gicas inerentes a cada tipo de tumor, assim como a resisténcia aos
quimioterapicos é o que impulsiona a pesquisa de novos constituintes quimicos

potencialmente ativos contra as células tumorais (Cruz et al., 2009). Neste sentido,



produtos naturais apresentam uma ampla variedade de constituintes quimicos
bioativos, com estrutura quimica altamente complexa, que podem ser capazes de

atingir a eficacia antitumoral, com efeitos colaterais diminuidos.

De acordo com Atkins (2006) e Fischer et al. (2007) a identificacdo da
progressao tumoral estd possibilitando o desenvolvimento de novas possibilidades
terapéuticas tendo como alvo células presentes no microambiente tumoral,
enfatizando a importancia da elaboracédo de novas estratégias com o restabelecimento
do controle do ciclo celular por meio de agentes que atuem nos pontos de checagem,
disponibilizando de estratégias viaveis na terapia anticancer. Neste sentido, 0 modelo
sarcoma 180 pode ser utilizado para avaliar a agdo de componentes fisicos, biolégicos
e quimicos sobre o crescimento, patogénese, imunologia, cinética e terapia de células

tumorais (Stewart et al., 1959).

Apesar de varias drogas classicas derivadas de plantas terem sido substituidas
pelos farmacos sintéticos, alguns produtos naturais tém recebido atencéo especial de
acordo com 0s seus potenciais ativos biol6gicos. Diversos estudos tém reportado a
acao antitumoral provenientes dos produtos naturais (Kahkénen et al., 1999; Dorman
et al., 2003). De acordo com Kim et al. (2002) e Lansky et al. (2005), a Punica
granatum Linn, conhecida como romda, contem componentes capazes de suprimir a
invasdo de células tumorais. Tem sido discutido que extratos de Punica granatum
obtidos a partir de solventes polares, como metanol e etanol, tem apresentado
atividade antitumoral em linhagens celulares malignas derivadas de adenocarcinomas
de mama (Dikmen et al., 2011) e préstata (Sepehr et al.,, 2012), bem como de
rabdomiossarcomas (Gany et al., 2010). Além disso, também foi relatado que extratos
etandlicos e aquosos da casca da roma apresentam atividade antitumoral contra

células cancerigenas prostaticas (Malik et al., 2005).

Diante do exposto, este trabalho apresenta como objetivo avaliar a atividade
antitumoral do extrato aquoso da casca de Punica granatum Linn, por meio dos
constituintes quimicos presentes na mesma, frente ao Sarcoma 180 transplantados

em modelo murino.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Avaliar a atividade antitumoral e efeitos adversos in vivo da administragdo do extrato

aquoso da casca do fruto de Punica granatum Linn frente a células tumorais viaveis de

Sarcoma 180 transplantadas em modelo murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v

Caracterizar o extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum Linn por
meio de técnicas cromatograficas.

Analisar a atividade antitumoral do extrato aquoso da casca de Punica
granatum Linn frente células tumorais de Sarcoma 180 transplantadas.

Avaliar as caracteristicas histopatologicas dos tumores induzidos pela
transplantacdo das células viaveis do Sarcoma 180

Analisar o efeito do extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum Linn
sobre a apoptose de células tumorais transplantadas.

Avaliar o efeito do extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum Linn
sobre os parametros bioquimicos de fungéo hepética e renal.

Avaliar o efeito do extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum Linn
sobre os parametros hematoldgicos (série branca e série vermelha).

Avaliar as caracteristicas anatomopatolégicas do figado, rins e baco dos
animais submetidos aos tratamentos com extrato aquoso da casca do fruto de

Punica granatum Linn e quimioterapico padréo.






1. FUNDAMENTACAO
TEORICA



1.1 CANCER

A etiologia do cancer aparece em alguns dos primeiros registros reportados em
tumores 0sseos fossilizados em mumias do Egito Antigo, havendo também registros
em manuscritos antigos. Os registros mais antigos de seu aparecimento sdo atribuidos
a Hipdécrates (460 a.C.), enquanto a caracteristica destruidora da doenca foi citada por
Galeno, médico grego, considerando o cancer como um mal incuravel (Silva, 2005;
Trincaus, 2005; Kummar et al., 2004; Almeida et al., 2005).

A origem da palavra cancer vem do grego Karkinos e do latim Cancer, ambos
significando caranguejo. Este termo tem sido utilizado universalmente devido sua
analogia com a morfologia do crustaceo, uma vez que as heoplasias sao
caracterizadas por apresentarem crescimento celular infiltrativo (Chiattone, 1996;
Silva, 2005).

Para que as células tumorais sejam formadas, deve haver um processo
denominado de oncogénese, também conhecido como carcinogénese. A oncogénese
é carcaterizada por alteracdes que ocorrem no DNA celular através de mutacdes de
genes responsaveis por controlar o crescimento e a mitose celular. Esses genes
mutantes sao conceituados de oncogenes. De acordo com Carlo & Croce (2008), dois
OuU mais oncogenes devem estar presentes em uma célula para que ela possa ser
considerada cancerosa. O surgimento de células que apresentam uma sequéncia de
mutagcOes ou alteragdes genéticas pode ser resultante de uma variedade de fatores
intrinsecos e extrinsecos. Os fatores intrinsecos estdo relacionados com mutacgdes
geneticamente herdadas ou erros aleatorios na replicacdo do DNA. Ja os extrinsecos
tém relacdo com danos e instabilidade genéticas induzidas por agentes externos.
sendo eles: agentes fisicos, como radiacdo, agentes quimicos, tais como substancias
quimicas capazes de alterar o material genético celular ou ainda por meio de agentes
microbioldgicos, como virus e bactérias. E importante destacar que uma Unica
mutacéo, dificilmente procede na formacédo de um tumor. Para que esse processo se
instale sdo necessarias varias mutacdes efetivando a modificacdo genética celular,
que progressivamente ira interferir nos mecanismos responsaveis pela proliferacao,

diferenciacdo celular (Mantovani et al., 2009; Lodish et al., 2004).

Defeitos nos mecanismos de proliferacédo celular normal séo caracteristicos de
células tumorais. De acordo com Hanahan & Weinger (2000), uma das caracteristicas
marcantes das células cancerosas malignas estao atribuidas a auto-suficiéncia de

sinalizagéo de fatores de crescimento, apresentando insensibilidade aos inibidores do
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crescimento, com capacidade de inibicdo do comando de morte celular, em especial a
apoptose, além de um potencial replicativo ilimitado, com capacidade de formacéo de
novos vasos podendo resultar em invasdo e metastatizagdo das células tumorais,

implicando a crescente malignidade tumoral.

O evento de anormalidades metabolicas decorrentes do cancer, assim como 0s
processos invasivos e metastasicos, culmina em enfermidade e possivel morte do
paciente, podendo ser minimizada apenas com o tratamento antineoplasico (Katzung,
2003; Bezerra, 2008).

As células tumorais adquirem caracteristicas metabdlicas e capacidades
biolégicas diferenciadas quando comparadas com as células ndo mutadas, como
mencionados anteriormente. Tais caracteristicas das células tumorais sdo dadas pela
proliferacdo celular por meio da realizacdo de mitoses desfiguradas. A imortalizagédo
celular ocorre devido a ativagcdo de enzimas telomerases, alteragbes cromossoémicas,
perda das propriedades de adesdo das células tumorais & membrana plasmatica,
perda de funcionalidade e consequentemente perda da especializacao celular (Jain &
Ward-Hartley, 1994; Dominique, 2003). Sendo assim, é importante salientar que todos
0s casos de neoplasias estdo intimamente relacionados com vias de transmisséao de
sinais biolégicos, envolvendo o controle positivo e negativo do ciclo celular e a morte
celular programada denominada de apoptose (Liotta & Kohn, 2001; Pinto&
Felzenszwalb, 2003; Nussbaum et al., 2008).

A classificacdo das neoplasias encontra-se relacionadas com os tipos celulares
que lhe deram origem, baseado no componente parenquimatoso e ndo com os tecidos
em que as células tumorais se proliferaram (WHO, 1956; WHO, 1957; IARC WHO,
2004).

1.2 INCIDENCIA DO CANCER

Segundo KUMAR et al. (2004), as observacdes relativas a etiologia do cancer
sao relativas aos estudos epidemioldgicos existentes que relacionam o ambiente, os
fatores geneticamente herdados e as influéncias culturais com a incidéncia de
neoplasias malignas. Desde 2003, o cancer tem sido considerado a segunda causa de

morte com uma incidéncia anual extremamente elevada (Srivastava et al., 2005).

Em 2012, esperava-se 257.870 casos voltados ao sexo masculino e 260.640
para o sexo feminino em toda a populagcdo mundial. No Brasil, a estimativa para o ano
de 2013 ndo foi diferente ao ano de 2012, apresentando este Ultimo um dos maiores

picos de incidéncia ja registrados até entdo, com uma ocorréncia de 518.510 casos



novos de cancer. A excecdo do céancer de pele ndo melanoma, os tipos mais
incidentes de cancer serdo os de prOstata e pulmdo acometendo mais ao sexo
masculino e cancer de mama e colo do utero incidindo o sexo feminino, havendo um

acompanhamento deste mesmo perfil para toda América Latina (INCA, 2012).

Segundo relatério da Agéncia Internacional para a pesquisa em Cancer (IARC)/
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a incidéncia do cancer mais que dobrou nos
ultimos 30 anos. Para o ano de 2015, estima-se que ocorra cerca de 60,8 milhGes de
Obitos em todo o mundo, em que 9,2 milhdes (15,13%) estardo relacionados com
neoplasias, ja para 2030 a estimativa € de 11 milhdes (17,5%) das causas de Obitos
mundiais, em que estas estardo intimamente ligadas ao cancer (Flemming, 2003;
Health Statistics And Informatics Departament, 2008; Boyle & Levin, 2008; INCA,
2012).

De acordo com os dados supracitados fica evidente a necessidade continuada
voltada ao investimento e ao desenvolvimento de agbes pertinentes para minimizar a
incidéncia do céncer, nos diferentes estagios de atuacdo, desde a profilaxia, com
promocao de saude e identificacdo precoce, até a assisténcia aos pacientes, incluindo
a formacdo de recursos humanos, na gestdo do Sistema Unico de Saude (SUS) e
principalmente na pesquisa cientifica (INCA, 2012).

1.3 CICLO CELULAR E O CANCER

O surgimento celular esta relacionado com a fuséo ou divisdo de duas células.
Tal processo ocorre de forma ordenada e organizada. O processo de iniciacdo do ciclo
celular ocorre por meio de replicacdo, envolvendo anteriormente um periodo de
crescimento celular seguido pela divisdo, caracterizando dessa forma o ciclo celular
(Almeida et al., 2005).

Entende-se por ciclo celular o processo em que uma célula soméatica duplica o
seu material genético gerando em seguida duas células filhas geneticamente
semelhante. O papel do ciclo celular € controlar o crescimento e a divisédo das células
do organismo, e, portanto trata-se de um processo evolutivo e concomitantemente
conservativo. A estimulacéo para que haja o crescimento se inicia com a liberacao de
fatores de crescimento que se ligam as membranas celulares por meio de receptores
dos fatores de crescimento desencadeando ativagdo de uma cascata de proteinas
transdutoras de sinais. Apés a ligagdo do fator de crescimento a um receptor
especifico, ocorre a ativacdo do mesmo por meio da proteina transmembrana

responsavel por ativar proteinas transdutoras de sinais presentes, tais proteinas ficam



localizadas no citoplasma e é efetivada através do dominio interno do receptor. Tem-
se a transmissdo do sinal propriamente dita através das proteinas transdutoras que
enviam sinais até o ndcleo, onde ocorre a ativacdo das proteinas regulatorias

nucleares, culminando na iniciacdo e progressao do ciclo celular (Keith et al., 2005).

O ciclo celular de uma célula ndo tumoral é dividido didaticamente em etapas
compreendendo a intérfase com as fases GO, G1, S e G2 e a mitose denominada de

fase M.
1.3.1 INTERFASE:

A intérfase (Figura 1) apresenta a fase GO, em que a estrutura de DNA
encontra-se enovelada e ndo apta para replicacdo celular. Em G1 as células sdo
estimuladas a se multiplicar, respondendo a estimulos positivos ou negativos,
promovendo crescimento, diferenciacdo, multiplicagdo ou apoptose, bem como a
producdo de enzimas e outras moléculas necessarias para as proximas fases do ciclo.
No inicio de G1, ocorre a sintese de ciclina D, que se liga a CDK4 e CDKB6,
promovendo a sintese de ciclina E, que se liga a CDK2. Estes trés complexos (CDK4-
ciclina D, CDK6- ciclina D e CDK2-ciclina E) irdo atuar na fosforilagéo da proteina pRb
(proteina retinoblastoma) ativando a transcricdo de varios genes, cujo os produtos sao
necessarios para que as células progridam para a fase S. E importante ressaltar que,
a proteina pRb ndo fosforilada permanece ligada ao E2F, impedindo que a célula saia
do estagio G1 e entre na fase S, todavia uma vez fosforilada libera E2F permitindo a
progressao do ciclo. As proteinas inibidoras de cinases dependente de ciclinas (CKIs)
p21, p53 e p57 exercem um controle negativo sobre a proteina pRb bloqueando a
atividade de cinase impedindo que a célula saia do estagio G1, sendo importantes por
exercerem funcdo de bloqueio na proliferacdo de células tumorais, sendo

denominadas como genes supressores de tumor (Keith et al., 2005).

No estagio S, ocorre a sintese de DNA, em que a ciclina ACDK-2 apresenta
uma importante funcdo, auxiliando na deseleicoidizacdo da estrutura de dupla fita a fim
de que seja replicada, sendo destruidas em G2, impedindo nova duplicacdo. Em G2
ocorre a sintese de RNA e de proteinas, caracterizada pela condensacao de cromatina
e ativacdo do Fator Promotor de Mitose (MPF) dando continuidade do ciclo celular
seguido pelo estagio M (mitose). Na fase M ocorre a divisdao resultando em duas
células filhas por meio da mitose (Brown & Gatter, 1990; Gerdes et al., 1984; Keith et
al., 2005).
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FIGURA 1: Etapas da Intérfase celular- Ciclo celular
FONTE: Carvalho, (2013)

1.3.2 MITOSE

Apoés o estagio de G2 termina a interfase e inicia-se a fase M (mitose) (Figura
2), em que ocorre a divisdo celular propriamente dita. Esta fase é caracterizada por
apresentar cinco estagios, sendo 1- Profase: ocorrendo a condensacdo
cromossdmica; 2 - Prometafase: desestruturacdo do envoltério nuclear; 3 - Metafase:
placa equatorial; 4 - Anéafase: separacdo das cromatides-irmas; 5 - Telofase:
cromossomos em polos opostos (Keith et al., 2005).

Todos 0s processos que envolvem o ciclo celular necessitam de um intenso
controle por retroalimentacdo assegurando que todas as etapas moleculares sejam
bem sequenciadas e orientadas de forma correta. Tais mecanismos de ordem sao
mediados pelas ciclinas, quinases e ciclinas dependentes (CDK's) e por seus
inibidores (Fischer et al., 2004; Kumar et al., 2004).

Cada fase do ciclo possui os chamados checkpoints, que podem levar a parada
da progressédo do ciclo celular e a ativagdo de mecanismos de reparo (Malumbres et
al., 2007). Uma vez que as células progridam para a fase seguinte sem passar pelos
checkpoints o dano ao DNA e/ou mal funcionamento das organelas e estruturas
podem ativar a parada do ciclo e estas podem sofrer apoptose, uma vez que o dano
ndo seja reparado (Foster, 2008). Os pontos de checagem, conhecidos como
checkpoints voltados ao DNA operam na transicdo da fase G1 para S durante e depois
da fase de sintese do DNA e antes das células entrarem em mitose (Fischer et al.,
2004).
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FIGURA 2: Etapas da Mitose -Ciclo Celular
FONTE: http://clg-les-sablons-buzancais.tice.ac-orleans-tours.fr/eva/sites/clg-les-sablons-
buzancais/IMG/ipg/Mitose NB.j

Nas células cancerosas, os pontos de checagem sao geralmente ignorados
gerando assim instabilidade genética e vantagem proliferativa das células neoplasicas
guando comparadas com as células normais (Fischer et al., 2004).

As ciclinas sdo proteinas chaves do ciclo celular, que em conjunto com as

guinases dependentes de ciclina (CDK’s) formam o complexo ciclina-CDK responsavel
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por coordenar a progresséao do ciclo celular (Malumbres et al., 2007). Tal complexo é
constituido por uma subunidade reguladora (ciclina) e uma catalitica (CDK)
(Bettencourt-Dias et al., 2004). A atividade das ciclinas é modulada por modificacdes
nos niveis de expressdes de RNAmM quanto nos niveis de proteinas. Dessa forma as
ciclinas séo sintetizadas em cada uma das fases que envolvem o ciclo celular (Foster,
2008).

A pRb, proteina retinoblastoma é responsavel por controlar a expressédo de
genes que comprometem as ciclinas que estdo nos pontos de checagem na
intersecgdo G para S. No inicio da fase G ela se encontra hipofosforilada, reprimindo
dessa forma o avango do ciclo celular, uma vez que impede a atividade do fator de
transcricdo E2F. J& préximo ao ponto de restricdo, os complexos ciclina D-CDK4 e 6 e
o complexo ciclina E-CDK2 hiperfosforila pRb, liberando E2F, promovendo a entrada
na fase S (Almeida et al., 2005). Uma vez que ocorra mutagdo no gene pRb, hd uma
desregulacdo no ciclo e mesmo que a célula ndo se encontre preparada para entrar
em fase S, o ciclo progride (Maddika et al., 2007). Todo esse processo ocorre, devido
ao fato que o gene pRb é reconhecido como um supressor de tumor, uma vez que é
capaz de cessar o ciclo, auxiliando no reconhecimento dos erros gerados no ciclo
celular. Devido a isso, mutacgdes pertinentes a pRb s&o frequentemente encontradas

em tumores (Almeida et al.,2005).

As células tumorais séo caracterizadas por apresentarem perdas no controle
da proliferagéo celular, tornando-se independentes quanto aos sinais mitogénicos para
a sua progressao por meio das fases do ciclo celular (Hanahan & Weinberg, 2000;
Louro et al., 2002). Tal perda no controle de proliferacéo celular envolve mutagfes em
genes reguladores do ciclo, mais precisamente 0s protoncogenes e 0S genes
supressores de tumores (Louro et al., 2002; Foster, 2008). Sendo assim, alteracdes
guanto as regulacdes do ciclo, tornam as células aptas em acumular uma série de
mutagdes contribuindo significativamente para o surgimento de células neoplasicas,
caracterizadas por serem auto-suficientes quanto a sinalizacdo de fatores de
crescimento, apresentando insensibilidade aos inibidores de crescimento, evasdo dos
mecanismos de apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese e invaséo
tecidual (Hanahan & Weinberg, 2000; Louro et al., 2002; Foster, 2008).

Por conseguinte, as células neoplasicas diferem das células normais, pois
apresentam a capacidade de continuarem crescendo e dividindo-se, ndo obedecendo
ao controle biolégico e fisiologico do organismo normal através dos pontos de

checagem (Figura 3) (Hanahan & Weinberg, 2000).
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FIGURA 3: Ciclo Celular e Pontos de Checagem
FONTE: ALBERTS et al. (2001)

1.4 CARCINOGENESE

A carcinogénese, processo de formacdo das células neoplasicas, ocorre
geralmente de forma lenta, podendo levar anos para que a célula cancerosa possa ser
detectada. Pode se iniciar de forma espontédnea ou ser provocada pela agdo de
agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos ou bioldgicos). Em todos os casos, se
observa o processo de inducdo de alteragbes mutagénicas e ndo-mutagénicas ou

epigenéticas nas células afetadas.

E importante ressaltar que independentemente da exposicéo a carcindégenos,
as células normalmente sofrem processos de mutacdes espontaneas, que nao
apresentam a capacidade de alterar o desenvolvimento normal da populacéo celular
como um todo, sendo esse um processo fisiolégico que ocorre durante a longevidade
vital. Tais fendbmenos incluem danos oxidativos, erros de acéo das polimerases e das
recombinases, reducdo e reordenamento cromossdmico. A vigilancia imunoldgica,
como mecanismo de corre¢cdo ou exclusdo das células mutagénicas, e fendbmenos de
mutacbes espontdneas podem condicionar uma maior ou menor instabilidade
gendmica e serem cruciais nos processos iniciais da carcinogénese, como

conseqliéncia de aneuploidia e amplificacdes genéticas (Sawyer et al., 2007).

O processo de carcinogénese (Figura 4) é dividido em trés estagios: iniciacao,

promocdo e progressdo, que culminam na formacdo tumoral (Spandidos, 1985;
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Chabner & Longo, 1996; Spence & Jonhston, 2001; Kummar et al.,2004; Spandidos,
2007).

INICIACAO PROMOGAO
Célula normal » Célula pré-cancerosa » Divisdes
Instabilidade gendmica celulares
¥4 I} \ AlteracGes genotipicas

Dano Oxidativo  Reordenamento Alteracdes
cromossémico enzimaticas e Detec¢do Tumoral
* EXPLOSAO CLONAL SELETIVA

Crescimento tumoral €
NEOPLASIA

PROGRESSAO

FIGURA 4: Etapas da Carcinogénese
FONTE: Talita Santos Bastos, 2013(Fonte propria).

O primeiro estagio da carcinogénese é denominado de iniciacdo. Nesse
momento as células sofrem ag¢do dos agentes carcinogénicos também designados
agentes oncoiniciadores, que apresentam a capacidade de provocar modificacfes em
alguns genes celulares antes inalterados. Nesta fase as células sofrem alteracdes
genéticas, no entanto, ainda ndo é possivel se detectar um tumor clinicamente
(Chabner & Longo, 1996; Spence & Jonhston, 2001; Kummar et al.,2004; Jung et al.,
2006).

Apbs o processo de iniciacdo ocorre o estagio conhecido como promocédo, em
gue as células geneticamente modificadas, também denominadas de iniciadas sofrem
efeito prolongado dos agentes oncopromotores induzindo, desta forma a expresséo de
proto-oncogenes. A célula iniciada é transformada em célula maligna, sendo este um
processo que ocorre de forma lenta e gradual. A suspensdo do contato com o agente
oncopromotor pode, muitas vezes, interromper a continuidade da promocéo tumoral
(Spence & Jonhston, 2001; Kummar et al.,2004; Klauning & Kamendulis, 2008).

z

O terceiro e Ultimo estagio € denominado de progressdo, consiste na
multiplicacdo descontrolada, sendo caracterizado por ser um processo irreversivel.
Neste estagio, o tumor maligno j4 esta em desenvolvimento no microambiente

favoravel com capacidade de evolucdo até o surgimento das primeiras manifestacdes
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clinicas da doenca. (Spence & Jonhston, 2001; Kummar et al.,2004; Jung et al., 2006;
Spandidos, 2007).

1.5 CRESCIMENTO TUMORAL

As células neoplasicas, bem com as células normais, se dividem mais
rapidamente quando seus volumes sdo menores e mais lentamente quando os
volumes teciduais ou tumorais sdo maiores. Tais eventos levam a um crescimento
exponencial com pequenos tempos de duplicagdo em tumores de menor volume. A
fracdo proliferativa tumoral decresce a propor¢cdo que o mesmo cresce, aumentando
consequentemente o seu tempo de duplicacdo. De acordo com esses conhecimentos
sobre a cinética celular (Figura 5), quanto menor o tumor, maior a sua fragédo
proliferativa, portanto mais sensivel aos medicamentos antineoplasicos, como ocorre
na quimioterapia e as radiacfes ionizantes, que ocorrem na radioterapia. Outro ponto
importante € que quanto mais precoce a aplicacdo da quimioterapia ou radioterapia
apos o tratamento cirdrgico do tumor, mais efetivo sera o tratamento devido a grande
gquantidade de células na fase proliferativa. Todavia, o0s tecidos normais que
apresentam alta fragdo de crescimento sé&o os que sofrem a ag&o de quimioterapicos e
radioterapicos concentrando, por conseguinte a acdo dos efeitos colaterais agudos
desses tipos terapéuticos. No entanto, quando um tumor maligno alcanga até 1 cm de
didametro, torna-se detectavel através dos métodos diagndsticos, em que devem conter
aproximadamente 10° células alteradas. Ndo se sabe ao certo, o periodo de tempo
preciso para que o tumor atinja este tamanho, podendo levar anos para que tal evento
aconteca (Macchetti et al., 2007; INCA, 2012).
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FIGURA 05: Crescimento Tumoral Primario
FONTE: www.inca.gov.br
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1.6 IMUNIDADE E CANCER

O sistema imunolégico € capaz de reconhecer, eliminar, neutralizar ou tolerar
alteracdes da homeostase fisiolégica, por meio de uma complexa rede de interacoes,
envolvendo diversas populacdes celulares. Para tal finalidade, leucocitos passam por
um processo de selecdo e diferenciacdo, gerando respostas biolégicas capazes de
adaptar os organismos dentro dos seus limites de funcionamento organico quando
expostos a eventuais alteracbes do metabolismo celular (Coussens & Werb, 2010;
O’Byrne & Dalgleish, 2010).

A capacidade de recuperacao do DNA afetado por agentes cancerigenos e a
acao de enzimas responsaveis pela transformacéo e eliminacdo de substancias com
capacidade carcinogénica sdo exemplos de mecanismos de defesa do organismo.
Tais mecanismos sé@o geralmente pré-determinados, havendo variabilidade de um
individuo para o outro. O sistema imunolégico é constituido por células distribuidas em
uma rede complexa de oOrgédos, tais como figado, bago, ganglios linfaticos, timo e
medula 6ssea. Esses 6rgaos sdo denominados 6rgaos linféides e estédo relacionados
ao crescimento, desenvolvimento e distribuicdo das células especializadas na defesa
do corpo. Dentre essas células, os linfécitos desempenham um papel muito importante
nas atividades do sistema imune, relacionado a producdo de defesa no processo de
carcinogénese. Os linfocitos tém como funcdo atacar as células do corpo que
apresentam transformacédo maligna, bem como secretar substancias denominadas de
linfocinas. As linfocinas regulam o crescimento e o amadurecimento de outras células
e do proprio sistema imune. Acredita-se que distarbios na produg¢do ou na estrutura
dos linfocitos estédo relacionados com o cancer (Borges, 2012). Assim, as células
cancerosas precisam contornar a vigilancia do sistema imunoldgico que normalmente
restringe o desenvolvimento de tumores. O papel da vigilancia imunoldégica no cancer
tem sido destacado por estudos experimentais e clinicos (Shankaran et al., 2001).
Alguns trabalhos vem apresentando a importancia do sistema imune por desempenhar
um papel no efeito antitumoral voltados as terapias convencionais contra o cancer
(Zitvogel et al., 2001).

Estudos demonstraram uma importancia crescente da atuacdo de células do
sistema imune e os produtos neoplasicos, uma vez que células presentes no infiltrado
inflamatério adentram o tumor e interferem no desenvolvimento e progressdao do
mesmo. Desta forma, as pesquisas sugerem que O tumor nao constitui um
microambiente isolado, mas esta inserido em um macroambiente, onde ocorre a

sintese das células imunes que irdo atuar na massa tumoral e passar a compor o

16



estroma, influenciando o seu curso (Chen et al.,, 2007; Condeelis & Pollard, 2006;
Correa et al., 2005).

As células tumorigénicas inicialmente podem se sobrepor frente as células
imunes que integram o microambiente tumoral, contribuindo para angiogénese e
proliferacdo celular. As células tumorais por meio de varios mecanismos ativam as
células imunes no microambiente tumoral. Os principais mecanismos envolvidos neste

processo sao:

- recrutamento das células imunes via producdo de citocinas (proteina

guimiotatica de mondcitos-1 [MCP-1] e interleucina-8 [IL-8]);

- secre¢cdo de citocinas que regulam diferenciacdo de células imunes no
sentido de promover o tumor (interleucina-6 [IL-6], fator de necrose tumoral-a [TNF-q]

e fator inibitério da migragéo de macréfagos [MIF]);

- resposta imune, em que células imunes diferenciadas geram citocinas,
hormdnios e fatores de crescimento, agentes promotores de proliferagdo tumoral e
tolerdncia imune ao tumor (Chen et al., 2007; Coussens & Werb, 2002; Whiteside,
2008).

Algumas vias de sinalizacdo relacionadas a inflamacéo e envolvidas no
desenvolvimento tumoral ja foram bem descritas, tais como, a via do STAT3 (signal
transducer and activator of transcription, ou transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 3) e a via do NF-kB (nuclear factor-kB, ou complexo fator nuclear kB). O
STAT3 é um fator de transcricdo que pode ser ativado por IL-6 (Interleucina-6), fator
de crescimento epidérmico (EGF- epidermal growth factor) e fator de crescimento vas-
cular endotelial (VEGF - vascular endothelial growth factor), entre outros. A atividade
do STAT3 promove a sobrevivéncia de células tumorais pelo aumento da proteina
anti-apoptotica Bcl-xL, descrito em células de mieloma mudltiplo, além de promover a
sintese de citocinas e fatores de crescimento que impedem a maturacdo de células
dendriticas, comprometendo a atividade anti-tumoral de células T CD8 e células NK
(Berasain et al., 2009; Lin & Karin, 2007).

A inducéo dos sinais pré-inflamatoérios pode aparecer na iniciagdo e progressao
tumoral, por meio da inducdo de mutacdes em nivel de DNA e mutagfes epigenéticas,
aumentando a sensibilidade dos fatores de crescimento, com expressdes de
anormalidade e perda do controle da atividade de transcricdo dos fatores responsaveis

pelo controle do ciclo celular (Boik, 2001).
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O primeiro a observar a relacdo entre inflamacédo e céncer foi o estudo de
Virchow, em 1858, mostrando que a inflamacé&o crénica € um dos fatores epigenéticos
gue mais contribui ao surgimento e progressao das células tumorais, em contrapartida
0 uso crénico de anti-inflamatoérios ndo esteroidais reduz a carcinogénese (Brasilian et
al., 2009).

E notorio que a imunidade celular € efetiva, todavia ha relatos de casos em que
portadores de cancer sintetizem anticorpos contra as células tumorais. Em
contraposicdo ndo é evidente que os anticorpos possam desempenhar um papel
efetivo protetor frente ao crescimento tumoral in vivo. Em compensacdo, o potencial
para a destruicdo de células tumorais intermediado por anticorpos tem sido
demonstrado in vitro, sendo o resultado satisfatorio atribuido a ativagdo do sistema
complemento ou a citotoxicidade celular dependente de anticorpo, onde o0s
macrofagos e/ou as células natural killer se ligam ao antigeno promovendo a lise da

célula tumoral (Devita et al., 2005).
1.6.1 INFILTRAQAO TUMORAL E CELULAS IMUNES

As células natural killers (NK) estdo envolvidas no controle do desenvolvimento
do tumor, sendo responsavel pelo desenvolvimento de uma resposta imunitaria

antitumoral eficaz (Krusch et al., 2009).

NF-kB é o principal ativador da resposta imune e inflamagéo, e sua estimulagéo
aumenta a expressao de citocinas proé-inflamatorias, quimiocinas, fatores de
crescimento, metaloproteinases, moléculas de adesao e proteinas anti-apoptéticas
(Chen et al., 2007).

Macréfagos sdo envolvidos em processos de inflamagdo crbénica e parecem
estar associados a progressao tumoral e metastase. Densidades elevadas de
macréfagos no tecido neoplasico foram relacionadas ao mal progndstico em mais de
80% de estudos publicados, e a superexpressao de CSF-1 (colony-stimulating factor -
1, um fator de crescimento de macréfagos), ja encontrada em tumores de mama,
Gtero, e ovario, esta correlacionada a um alto grau neoplasico e pior prognostico
(Condeelis & Pollard, 2006; Lin et al., 2001).

Mondcitos sdo recrutados da circulagdo e adentram o tecido, onde se
diferenciam em macréfagos com fenotipos distintos, de acordo com fatores presentes
no local. H& classicamente dois grupos de macrofagos, diferenciados de acordo com

seu modo de ativagao, receptores e citocinas produzidas: M1 e M2. Os macréfagos do
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tipo M1 sdo ativados por produtos microbianos ou IFN-y, produzem citocinas pro-
inflamatérias, como IL-12, IL-23, IFN-y, IL-18, TNF-a e atuam na resposta contra
patdgenos (especialmente parasitas intracelulares) e células tumorais. Os macréfagos
do tipo M2, por sua vez, sdo ativados por citocinas como IL-4, IL-10 e IL-13, possuem
receptores de manose e galactose, e produzem VEGF, IL-6, IL-10, PG
(prostaglandina), iINOS, IDO, agindo no reparo tecidual, remodelacéo, e angiogénese,
contribuindo potencialmente & progressédo tumoral. O grupo M2 foi subdividido de
acordo com seu modo de ativagdo em M2a, ativado por exposi¢ao a IL-4 e IL-13; M2Db,
induzido por exposi¢gao combinada a imunocomplexos e agonistas de TLR ou receptor
de IL-1; e M2c, ativado por IL-10. Os dois primeiros estdo mais relacionados a fungdes
de regulagcdo imune, enquanto o Ultimo age mais na supressdo da resposta
imunologica e na remodelagéo tecidual (Chen et al.,, 2007; Hagemann et al., 2009;
Sinha et al., 2005; Mantovani et al., 2009).

1.7 MECANISMOS DE CONTROLE DAS CELULAS TUMORAIS

O numero de células no organismo € controlado por meio da morte celular e
proliferacdo celular. As caracteristicas de cada tipo de morte celular (Figura 6) estdo
intimamente ligadas a cascata de eventos bioquimicos e fisiolégicos que levam a
mudanca na producdo de macromoléculas, na homeostase celular, na regulagdo do
volume celular e por ultimo na perda da viabilidade celular (Brasileiro-Filho, 2006;
Tinari et al., 2008).

Diversos tipos de morte celular vém sendo descritos, tais como a apoptose,
autofagia, necrose, excitotoxicidade, catastrofe mitética e senescéncia com o propésito
de pesquisar e compreender as patologias, em especial a tumorigénese (Krysko et al.,
2008).

De acordo com Armin et al. (2001), Okada & Mak (2004), Galuzzi et al. (2007) a
morte celular pode ser classificada de acordo com a morfologia celular (apoptose,
necrose, autofagia ou catastrofe mitdtica), por meio de critérios enziméaticos (havendo
ou ndo o envolvimento de nucleases ou de classes distintas de proteases - caspases,
catepsinas e glutaminases) ou por aspectos funcionais (fisiol6gica ou patoldgica) e

ainda por meio das caracteristicas imunoldgicas.
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Apoptose Autofagia

FIGURA 06: Principais Tipos de Morte Celular
FONTE: Bruin & Medena (2008)

1.7.1 AUTOFAGIA

Uma vez encontrado um ambiente que gere estresse metabdlico, tais como
falta de nutrientes, diferenciacdo e desenvolvimento, ocorre degradacéo de proteinas
e organelas, sendo esse um processo adaptativo denominado autofagia (Ricci & Zong,
2006).

A formagdo de vesiculas de membranas duplas é tipica no processo de
autofagia podendo ser observados em muitos tipos de tumores humanos, indicando
que a autofagia € um processo que ocorre in vivo (Gonzéales-Polo et al., 2005). A
autofagia tem sido proposta a desempenhar um papel de supressores de tumores nos
primeiros estagios da carcinogénese. Um exemplo é a incidéncia de formag&o do
tumor de células MCF-7 é menor quando Beclin-1 é altamente expresso, sendo
responsavel por promover autofagia nestas células afetadas (Liang et al., 1999). Em
muitos tumores humanos Beclin-1 e DRAM sdo encontrados em baixa expressao
(Liang et al., 1999; Yue et al., 2003; Marino et al., 2007; Crighton et al., 2006). Além
disso, tumores humanos, muitas vezes, exibem mutag¢des na via PI-3 quinase levando
a ativacdo de mTOR tendo como consequiéncia supressao da autofagia (Fruta et al.,
2004; Shaw et al., 2006). Tais mutacdes anti-autofagicas sugerem que as células
neoplasicas precisam de mecanismos para contornar a autofagia a fim de formar o
tumor. A autofagia pode impedir a conversao de células normais em malignas, por
meio da degradagéo de organelas danificadas, reduzindo assim o estresse celular, ou
destruindo proteinas especificas que auxiliem a formacao de células tumorais (Edinger

et al., 2003; Jin & White, 2007). Uma vez que ocorra perda da Beclin-1, estando este
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associado em ganhos ou perdas cromossémicas, a autofagia, por conseguinte pode
também limitar a instabilidade cromossémica, limitando a progressao tumoral (Mathew
et al., 2007).

Alternativamente, a autofagia pode promover a morte de células pré-malignas
impedindo a progresséo da tumorigénese. Entretanto, o potencial de supressao
tumoral nas fases iniciais da carcinogénese quando ndo bem exercidas pela acdo
fisiolégica do organismo resulta em progressao tumoral, tornando a autofagia limitada,
impedindo apenas a protecdo contra condi¢cdes estressantes as células. O processo
de autofagia parece funcionar como um mecanismo de sobrevivéncia, uma vez que as
células dependem do fator Bax/Bak. Estas células permitem a ativacdo dos fatores de
crescimento, permitindo, por conseguinte a sobrevivéncia celular por varias semanas.
A morte destas células ocorre quando a autofagia é inibida (Lum et al., 2005). E
importante ressaltar que experiéncias com linfoma induzido por MYC estabelecida mostram
gue a autofagia ocorre nas células sobreviventes, enquanto as outras células morrem por
apoptose apds a ativacdo de p53. A inibicdo da autofagia neste ambiente aumenta a
apoptose de células de tumor e a regressdo do tumor. Tais experimentos in vivo sugerem
gque a citoprotecdo para a autofagia estabiliza o crescimento tumoral (Amaravadi &
Thompson, 2007).

A catastofre mitética ndo é considerada uma forma de morte celular, todavia é
importante por sinalizar a morte celular (Ricci & Zong, 2006). E definida como um
processo resultante de mitose aberrante durante a separacdo das cromatides irmas
(Brendesen, 2007). Estruturalmente apresentam-se como células grandes e
multinucleadas, caracterizadas por apresentarem defeitos mitéticos, tais como
condensacao nuclear incompleta, defeito no alinhamento dos cromossomos e defeito
no DNA (Bruin & Medena, 2008).

1.7.2 NECROSE

7

A necrose é caracterizada por apresentar deplecdo energética, danos a
membrana lipidica e perda da funcdo homeostatica dos canais e bombas de ions,
sendo evidente a vacuolizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana e
aumento do volume celular (Krysco et al., 2008). A morte celular por necrose é
ocasionada por inibicdo de energia celular, desequilibrio no fluxo de célcio, geracéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativagdo de proteases nao apoptoéticas, em que
cada um destes eventos potencializa o outro (Brasileiro-Filho, 2006; Ricci & Zong,
2006).
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A necrose € um fenébmeno freqliente em tumores, podendo estar associado a
uma intervencao terapéutica ou ao préprio crescimento da massa tumoral. Nos tecidos
tumorais, por sua vez, ocorre uma quebra dos mecanismos homeostéticos, resultando
num desbalanco entre proliferacdo e morte celular e consequentemente num aumento
da populagéo e tamanho tumoral. Chama-se “fracdo de crescimento” (growth fraction)
a proporcdo de células dentro de um tumor que estdo em atividade proliferativa. E
importante reconhecer que uma consideravel parte das células tumorais ndo esta
replicando, e também que a fracdo de crescimento ndo corresponde por si s6 ao
crescimento tumoral. A taxa de crescimento de um tumor também depende de morte
(e.g., necrose, apoptose) e perda (e.g., metdstase ou disseminacdo local) celular,

representando um balango entre esses e a proliferagcdo célular (Tannoch, 2005).

Taxas de replicacdo celular sdo bastante heterogéneas em diferentes regides
do tumor, em que diferentes taxas de diferenciacdo celular encontram-se
inversamente relacionadas a taxa de proliferacédo. Outro fator corresponde a existéncia
de diferentes subpopulacbes celulares dentro do mesmo tumor, resultado de
alteracdes genéticas adicionais ao longo da progressao tumoral. Também € importante
ressaltar que a taxa de oxigénio e demais nutrientes séo distintas nas regidées tumorais
(Tannock, 2005).

1.7.3 APOPTOSE

A apoptose é uma via de morte celular induzida por um programa de suicidio
estritamente regulado, fenbmeno em que a célula é estimulada a acionar mecanismos
que resultam na morte celular (Brasileiro-Filho, 2006). Morfologicamente ¢é
caracterizada pela retragédo celular e perda da aderéncia com a matriz extracelular e
com as células adjacentes, havendo condensacdo de cromatina. A membrana
plasmética forma prolongamentos denominados blebs que aumentam de tamanho e
se rompem, formando os corpos apoptéticos que séo rapidamente fagocitados pelos
macrofagos e removidos sem gerar inflamagéo (Ziegler; Groscurth, 2004).

De acordo com Kim et al. (2002) e Madika et al. (2007), a apoptose é um
evento importante, bem caracterizado na citotoxicidade induzida por farmacos
anticancer, auxiliando no controle da populagéo celular do tecido (Vermes et al., 2000),
sendo também um processo seletivo de delecdo celular fisiolégica (Hengatner, 2000),
dentre outros processos fisioldgicos e patologicos.

O processo apoptético (Figura 7) pode ser ativado por duas vias: intrinseca e

extrinseca.
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FIGURA 7: Vias da Apoptose
FONTE: Bruin & Medena (2008)

A via intrinseca da apoptose é derivada do aumento da permeabilidade
mitocondrial com liberacdo de moléculas pré-apoptoéticas no interior do citoplasma. As
mitocondrias sdo organelas que contém proteinas, fator de inducdo da apoptose,
Smac/ DIABLO (Second Mithocondria-derived Activator of Caspases/ direct IAP
Binding Protein with Low Propidium iodidel), em especial o citocromo c. Todavia a
liberacdo do citocromo no citosol celular ativa o programa de suicidio da célula por
apoptose. O citocromo se liga ao Apaf-1 (Fator de Ativagdo peptidase apoptoético 1)
formando um complexo multicatalitico denominado apoptossomo. Tal complexo ativa a
caspase 9 clivando as caspases efetoras (3, 6) ativando-as para realizar a destruigdo
do DNA alterado (Kumar et al., 2004; Ziegler & Groscurth, 2004; Brasileiro-Filho,
2006).

Embora permaneca dubio como citocromo c é liberado da mitocondria, o processo é
firmemente regulado pela familia de proteinas Bcl-2, a qual consiste em proteinas pré e
anti-apoptéticas. As proteinas pro-apoptdticas de varios dominios Bax e Bak sdo essenciais,
uma vez que as mitocdndrias deficiente para Bax e Bak ndo conseguem liberar citocromo ¢
(Wei et al., 2001). Bax eBak sdo responsaveis por induzir a permeabilizagdo através da

formagao de poros sobre oligomerizag¢do (Kuwana et al., 2002).
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As proteinas pré-apoptoticas BH-3 e membros da familia (Bid, Bim, Bad, Noxa e
Puma) ativam Bax e/ou de Bak. Vdrios estudos sugerem que peptideo podem ativar através
de ligagdo do anticorpo anti-apoptéticos Bcl-2 (tais como as proteinas Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w e
Mcl-1), aliviando assim a fungdo inibidora destas proteinas anti-apoptéticas. Outros, ainda
propdem que um subconjunto de BH3-proteinas apenas podem se ligar diretamente e
ativar Bax e/ou Bak (Letai et al., 2002; Kuwana et al., 2005; Certo et al., 2006; Chen et al.,
2005).

A via extrinseca é iniciada pelo envolvimento de receptores de morte da
membrana plasméatica em uma variedade de células (Funk, 2001; Miller, 2006;
Khanapure et al., 2007). Os receptores de morte sdo membros da superfamilia da
necrose tumoral (Receptor de fator de necrose tumoral- rTNF) e estdo incluidos nesta
familia os receptores de membrana rTNF-1, FAZ (CD95), TRAIL (TNF- ligante induzido
por apoptose) entre outros. Tais receptores possuem um dominio distinto dentro do
citoplasma conhecido como dominio de morte (DD) apresentando uma seqiéncia de
65 aminoacidos. ApGs a associacdo do receptor de membrana ao DD ocorre uma
mudanga conformacional nos receptores, promovendo o recrutamento da FAS, uma
molécula adaptadora que associard com o dominio de morte formando o FADD. Tal
complexo é responsavel por iniciar a cascata de caspases, em que o FADD se liga a
procaspase 8, ativando a caspase 8 e por consequinte esta ativa as caspases efetoras
3, 6 (Strasser et al., 2000; Ziegler & Groscurth, 2004).

A apoptose é uma grande barreira impedindo que as células tumorais
sobrevivam e proliferem no organismo. Para que as células normais se transformem
em células tumorais, é necessaria uma série de etapas. Uma das alteracdes é a
evasdo da morte celular pela via apoptética (Hanahan & Weinberg, 2000).
Consideravelmente a evasdo de apoptose € um mecanismo bem evidenciado, uma
vez que resultam na resisténcia ao tratamento anticancer (Johnstone & Lapadati,
2002).

Muitas investigagcdes tem concentrado esforgos para encontrar maneiras de
contornar a resisténcia a apoptose, a fim de melhorar o tratamento de pacientes com
cancer. No entanto, a contribuicdo de resisténcia a apoptose para o sucesso do
tratamento continua a ser uma questao de debate (Brown & Attardi, 2005). As células
tumorais adquirem resisténcia a apoptose por meio de varias estratégias. Pequenas
mutacbes nas proteinas supressoras de tumores, p53 sdo frequentemente
observadas. Uma vez que a p53 é capaz de promover apoptose ativando a transcricdo
das proteinas pré-apoptética Bcel-2, a presenca de células tumorais criam estratégias

para que os erros no DNA celular tornem persistentes (Vousden & Lane, 2007), ndo
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funcionais podendo ser ativamente associada a uma falha para induzir apoptose,
como ocorre geralmente em situagdes que haja estresse celular intenso e prolongado
(Donehower, et al., 1992; Harper et al., 1993; Schimitt et al., 1999).

Outras proteinas pro-apoptoticas observadas em células neoplasicas humanas
envolvem a familia de proteinas Bcl-2, envolvendo a perda de funcdo da Bax e Bak
(Rampino et al., 1997; Kondo et al., 2000), também pode ser observada uma alta
expressao de proteinas anti-apoptéticas. Uma vez que ocorra uma resisténcia a
apoptose ha um favorecimento a formac¢do do tumor (McDonnel et al., 1989). Além
disso, modificagdes nos receptores de morte celular podem desempenhar resisténcia
a apoptose, um exemplo é a expressao do receptor Fas na mucosa do célon normal,
em que este é reduzido ou até mesmo perdido em carcinomas de célon (Moller et al.,
1994). A auséncia da Fas permite que as células tumorais invadam e destruam a via
imunolégica mediada por linfocitos citotéxicos (Medema et al., 1991; ZHOU, 2005). A
resisténcia a apoptose € o resultado comum de todas modificagBes anti-apoptoticas

encontradas em tumores humanos (Johnstone et al., 2002).

Diferentes modificagfes anti-apoptoéticas sdo encontradas em células tumorais
humanas, e a resisténcia a apoptose é comumente associada a sobrevivéncia das
células neoplasicas. A resisténcia pode estar associada ao baixo prognéstico do
cancer no paciente. Todavia a evolugdo do progndstico tem apresentado em Varios
estudos, a marcagdo da expressao de proteinas tais como p53, Bcl-2 e/ou Bax, como
nos estudos realizados por BROW & WILSON (2003), embora estudos em tumores
sélidos apresentam conflitos na correlagédo singnificativa do prognostico. A expressao
de Bcl-2 ou p53 nem sempre esta relacionado com o nimero de apoptoses celulares
(Sugao et al., 2000; Schwandner et al., 2000; Hilska et al., 2005).

A apoptose pode ser mais adequadamente determinada pela avaliacdo do
namero exato de morte celular programada através da realizacdo do tracador
molecular universal de apoptose, TUNEL- Terminal desoxynucleotidil transferasse nick
end labeling em células tumorais, detectando a fragmentacao do DNA, ou por meio de
coloracdo do anticorpo M30, capaz de receonhecer citoqueratina-18 clivada pela
caspase. Na auséncia de um tragador molecular universal de apoptose, alteracdes
estruturais em DNA fornecem bases para identificar a fragmentagcdo na molecula de
DNA das células tumorais (Modak & Bollum, 1970; Gauvrieli et al., 1992). Este método
permite limitar a especificacdo de alguns dos estagios da apoptose importantes na

carcinogénse.
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1.7.4 TUNEL - Terminal desoxynucleotidyl transferase nick and labeling

A visualizacdo especifica da morte celular por meio de técnicas néo invasivas
de imagem é altamente relevante no ambito da pesquisa. Tem sido demonstrado que
técnicas de imagem visando especificidade as células mortas podem ser utilizadas
para monitorar a resposta ao tratamento do cancer (Blankenberg, 2008).

Sendo assim, ensaios de apoptose celular sdo frequentemente empregados
para avaliar agentes potencialmente tdxicos capazes de gerar danos ao DNA celular
através da fragmentacdo do mesmo durante a apoptose. A transferase terminal
desoxynucleotidyl dUTP nick end labeling (TUNEL) é um ensaio utilizado para detectar
e quantificar as células em apoptose através da fragmentacdo no DNA nos tecidos

incorporados em parafina (Tornusciolo et al., 1995; Garrity et al., 2003).

O TUNEL é amplamente utilizado devido ao auxilio significante na
compreensdo da formacdo das células neoplasicas e por ser relativamente simples.
Tem sido muito utilizado mesmo apresentando limitagbes e baixa especificidade e
sensibilidade (Ansari et al. 1993; Grasl-Kraupp et al., 1995; Mundle & Raza, 1995;
Sasano 1995; Yasuda et al., 1995; Cervos-Navarro & Schubert, 1996, Vigal et al.,
2010). Nesta técnica, o baixo peso molecular do DNA celular, bem como a quebra de
fita Unica no DNA, denominada nick podem ser identificados através da marcacéao de
terminais livres de 3'OH apresentando nucleotidios modificados por meio de uma
reacdo enzimatica. O Terminal desoxinucleoditil transferase (TdT) é responsavel por
catalisar a polimerizacdo de nucleotidios de DNA livre contendo 3'OH conseguindo
assim identificar erros com fragmentacao do material genético celular. Nucleotidios
secundarios sdo identificados pela acdo de anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase. Apés a reacdo do substrato as células coradas podem ser detectadas em

microscopia de luz (Kurasaki et al., 2012).

Durante a fase de execucao de apoptose extremidades de 3'OH sao abertas
sendo geradas devido a fragmentacdo do DNA (Willinghan, 1999; Taatjes et al., 2008),
em que estas fragdes geradas na apoptose é explorada no método TUNEL (Figura 8),

detectando assim as células apoptéticas (Gauvrieli et al., 1992).
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FIGURA 8: Esquema Sequencial Do TUNEL
FONTE: Bruin & Medena (2008)

1.8 QUIMIOTERAPIA NO CANCER E OS PRODUTOS NATURAIS

No tratamento do cancer, a morte celular € um importante fator que influencia o
namero de células e a susceptibilidade na transformacdo neoplésica, bem como a
sensibilidade dos agentes quimioterapicos. Iste € bem documentado, uma vez que a
morte celular pode ser bioquimicamente e morfologicamente distintas em dois tipos de

morte, denominadas de necrose e apoptose (Wyllie et al., 1980).

A terapéutica do cancer baseia-se, de forma geral, na associagéo da ressecgao
cirargica dos tumores, bem como ao tratamento radioterdpico, e a quimioterapia
(Costa-Lotoufo et al.,, 2010). De acordo com Bonassa & Santana (2005) a
quimioterapia antineoplasica € um método que utiliza compostos quimicos com a
finalidade de eliminar os tumores malignos. Esses agentes podem ser usados de
forma isolada ou em combinacgdo. Por ndo possuirem especificidade, esses compostos
podem agredir tanto as células neoplasicas quanto as normais (Silva, 2002). Nas
células malignas, esse tratamento impede a formagdo de um novo DNA alterado
(acido desoxirribonucléico), bloqueando funcdes essenciais da célula ou induzindo
apoptose (Dias et al., 2006).

O tratamento do cancer € um sistema moderno na medicina em que se faz uso

de drogas sintéticas, sendo assim pesquisas envolvendo compostos naturais vem
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sendo amplamente estudado por apresentarem baixo risco de complicacBes
pertinentes, como injuria celular, deplecdo da medula &ssea, crescimento
descontrolado, esterilidade e perda de cabelo o que frequentemente acontece com o
uso dos farmacos sintéticos antineoplasicos (Rang et al., 2003).

Ainda assim, a quimioterapia € um dos métodos mais importantes para o
tratamento de processos neoplasicos. Entretanto, € necesséario descobrir o0s
mecanismos dos agentes quimioterapéuticos capazes de destruir as células tumorais,
uma vez que esse processo ndo € seletivo lesando também as células integras
normais do organismo, sendo necessario reorganizar uma nova estratégia na

identificacdo de drogas anticancer (Costa-Lotoufo et al., 2010).

O desenvolvimento de drogas antineoplasicas esta intimamente relacionado
aos fatores etiolégicos e patogenéticos que contribuem para o desenvolvimento das
células cancerosas capazes de gerar tumores malignos. A descoberta de novas
substancias naturais capazes de interferir em eventos celulares especificos das
células tumorais malignas tem propulsionado a investigacdo dos produtos naturais que

apresentem acao quimiopreventiva e quimioterapéutica (Mousinho, 2010).

Dentre os quimioterapicos sintéticos utilizados, encontra-se o 5-Fluoracil (5-FU)
€ uma substancia analoga da base nitrogenada primidina uracila pertencente a classe
de quimioterapico antimetabdlitos, tendo sido o primeiro composto fluoroprimidinico
sintetizado em 1957 (Chu, 2007). Os metabdlitos ativos do 5FU exercem inibicdo da
enzima timidilato sintetase (TS), responsavel pela fonte de timidilato necessario para a
replicagdo do acido desoxiribonucleico (DNA). Tal mecanismo ocorre através da
reacdo de metilagdo reduzida do monofosfato de deioxiuridina (dUMP) em
monofosfato de deioxitimidina (dTMP) e tendo o folato (5,10 metilenetetrahidrofolato)
como doador de metil (Santi et al., 1974). O FAUMP liga-se ao timidilato sintetase no
sitio do nucleotideo, formando um complexo com o folato, todavia devido a
estabilidade da ligagédo do flaor-carbono no FAUMP, gera-se uma inibicdo da enzima,

bloqueando a sintese de dTMP (Longley; Harkin; Johnstone, 2003).

Na pratica clinica oncolégica o 5-FU tem sido amplamente utilizado frente a
uma série de tumores, proporcionando a melhoria de sobrevida do paciente
apresentando taxas de resposta de 10 a 15% quando em monoterapia e 40% quando
associado com ironotecan e oxiliplatina (Impact, 1995; Falcone et al., 2007,
Ramanathan et al., 2008).

A principal restricdo para o uso do 5-FU como quimioterapico € a margem de

seguranca devido aos efeitos colaterais, tais como toxicidade gastrointestinal,
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apresentando como quadro clinico nauseas, diarréia e mucosite; toxicidade
hematolégica com mielosupressdo (Hind et al.,, 2008); toxicidade neuroldgica e
cardiaca (Kosmas et al., 2008). De acordo com Barasch et al. (2003) e Trotti et al.
(2003) a mucosite associada ao 5FU pode atingir mais de 40% dos pacientes como
parte do protocolo quimioterapico.

O cancer é uma enfermidade multifatorial estando incorporada ao ambiente,
por meio de fatores fisicos, quimicos e biolégicos e fatores genéticos que
desempenham um papel direto ou indireto na indugdo e agravamento da doenca.
Evidéncias epidemiolégicas mostram que uma dieta rica em antioxidantes reduz
significativamente o risco de muitos canceres, sugerindo que certos dietéticos
antioxidantes podem ser agentes eficazes na prevencgéo, incidéncia e mortalidade por
cancer (Fresco et al., 2006). Tais agentes presentes na dieta sdo grupos formados por
compostos muito promissores devido a seguranca, baixa toxicidade e aceitacéo geral.
Consequentemente a identificacdo e desenvolvimento destes agentes tornou-se uma

importante area de pesquisa sobre o cancer experimental (Dai & Mumper, 2010).

Estudos realizados por Cragg & Newman (2005) revelaram que 63% das
substancias antineoplasicas utilizadas, sado pertencentes aos produtos naturais ou
derivados dos mesmos. Outra pesquisa importante concerne a Butler (2004) em que
este lista 79 agentes anticancer derivados dos produtos naturais ou analogos dos

mesmos, que iniciaram seus estudos clinicos de 2005 a 2007.

De acordo Gopalakrishnan & Kong (2008) a grande maioria dos fitoquimicos
apresenta a capacidade de cessar o ciclo celular, sendo eles: o isotiocianatos, 0s
polifendis, os estilbenos, as antocianidinas, e as procianidinas, causando a

estagnacao da fase G2/M em numerosas linhagens celulares.

Por meio da supervisdo do Dr. Jonathan L. Hartwell um programa de triagem
voltado a pesquisa de produtos naturais provindos de plantas com ac¢ao antitumoral foi
realizado no Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos em parceria com o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), em que mais de 600
espécies de plantas foram coletadas, incluindo seus constituintes como casca, galhos,
flores e frutos na Califérnia, Washington e Oregon (Pazdur et al., 1993; Wall & Wani,
1996; Santos, 1998; Cragg & Newman, 2005; Srivastava et al., 2005).

No Brasil a condicdo ambiental favoravel, a biodiversidade estrutural de
substancias organicas naturais e a possibilidade de descobertas de principios ativos

entre os inimeros constituintes quimicos permitem diagnosticar e destacar as plantas
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brasileiras como um fonte rica para o surgimento e desenvolvimento de novos
farmacos (Filho-Braz, 2010).

Apesar de varias drogas classicas utilizadas serem derivadas de plantas, ha
uma perda de espaco para os farmacos sintéticos. Todavia € importante salientar que
alguns dos produtos naturais tém recebido atencédo especial de acordo com 0s seus
potenciais ativos biol6gicos (De Smett, 1997). Sabendo-se que ha uma imensa
diversidade botanica na natureza, apresentando compostos farmacologicamente
ativos podendo conter substancias quimicas que possam contribuir significativamente
em varias enfermidades, além da diversidade biolégica presente nos recursos naturais
do meio ambiente, ainda ha uma série de compostos quimicos com ac¢éo biolégica a

serem estudados no meio cientifico (Rocha et al., 2001).

Clardy & Walsh (2004) elucida bem os dados que permite evidenciar o qudo
importante se faz a investigagdo dos produtos naturais, em que estes relatam que em
1981 a 2002, 5% das 1.031 dos novos compostos quimicos aprovados pelo FDA
(Food and Drug Administration) eram relativos aos produtos naturais e 0os outros 23%

eram moléculas derivadas dos mesmos.

Entende-se como produto natural metabdlitos secundarios, sintetizados por
plantas, animais e microrganismos, tais como bactérias, fungos, protozodrios em
respostas a estimulos externos. Alguns desses compostos ja foram devidamente
isolados, em que os compostos com atividades biologicas apresentam relevancia
quanto ao potencial terapéutico frente a diversas enfermidades (Chin et al., 2006;
Pessoa et al., 2006).

Sendo assim os produtos naturais vem mostrando ser uma fonte garantida e
eficiente de novos agentes antineoplasicos. De acordo com Kingston (2009) os
estudos com produtos naturais ndo fornecem apenas novos farmacos eficazes, mas

também um entendimento sobre novos mecanismos no tratamento do cancer.

Dentre os diferentes produtos naturais com atividade antitumoral, destaca-se a
Punica granatum Linn, popularmente conhecida como romazeira, cujos frutos tém sido
usados ao longo da histéria como produto natural medicinal em muitas culturas
(Longtin, 2003). Todas as partes da planta tém sido utilizadas no intuito de melhorar

algum quadro clinico patoldgico (Ross et al., 2001).
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1.9 Punica granatum Linn

A Punica granatum L. pertence & familia Punicaceae, se apresentando como
um arbusto ramoso ou arvoreta podendo atingir até 3 metros de altura, constando de
folhas simples, cartaceas, dispostas em grupos de 2 ou 3 folhas, de 4 a 8 cm de
comprimento, sendo rijas, brilhantes e membranaceas. Suas flores sédo solitarias, de
coloracdo vermelho-alaranjado e um calice esverdeado, de consisténcia firme e
coriacea. Os frutos sdo globdides, medindo até 12 cm, contendo varias sementes
envolvidas por arilo réseo preenchido por liquido adocicado. E originario da Asia com
abrangéncia em toda regido do Mediterraneo, sendo cultivado em quase todo o
mundo, em especial no Brasil (Lorenzi & Souza, 2001; Lorenzi & Matos, 2002;
Ferreira, 2004).

A roma é um importante fruto comercial amplamente cultivado em varias partes
do mundo (Sarkhosh et al., 2006). Além do uso medicinal dos produtos secos da
planta, o fruto € consumido diretamente com os arilos frescos ou sucos, sendo
manipulados pela indastria alimenticia, na producdo de geléias, concentrados,
aromatizantes e corantes. Em particular, tem-se observado um interesse global aos

beneficios funcionais e nutracéuticos da mesma (Sumner et al., 2005).

Os produtos naturais representam uma fonte importante para a eliminacdo de
radicais livres no organismo humano. A ingestao de tais produtos naturais contendo
compostos antioxidantes tem sido associada a reducéo da incidéncia de cancer, além
da diminuicdo de doencas cardiovasculares, diabetes e outras doencas relacionadas
ao envelhecimento celular (Rajan et al., 2011). Sendo assim a Punica granatum
(Punicaceae), é um importante produto natural rica em antioxidantes, por conter
classes de polifendis, incluindo taninos (De Nigris et al., 2007) e flavonoides
(Sudheesh et al., 1997).

De acordo com os estudos de Rajan et al. (2010) os extratos aquosos e
hidroalcéolicos da casca do fruto de Punica granatum L. contém grande quantidade de
compostos fendlicos exibindo alta atividade antioxidande, com eliminagdo ativa dos
radicais livres. Ensaios in vitro confirmaram que as cascas do fruto de Punica
granatum sdo potentes antioxidantes naturais, entretanto os mesmos néo identificaram

0s componentes especificos responsaveis por tal feito.

Extratos aquosos e hidroalcodlicos das cascas de Punica granatum tém sido
estudados por suas propriedades antioxidantes usando diferentes métodos in vitro.

Flavonéides, acidos fendlicos, taninos, esteroides sdo encontrados nos extratos da
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casca do fruto da Punica granatum Linn. Estes compostos presentes na casa dos
frutos mostraram bons efeitos antioxidantes, enfatizando a avaliagcdo quimica e
biologica dos seus fitoconstituintes. Em especial, os compostos polifenélicos
comumente encontrados em plantas tém mostrado multiplos efeitos biol6gicos, tais
como o anticancer e atividade antiproliferativa (Seeram et al., 2005), capacidade
antimicrobiana (Supayang et al., 2004) incluindo as atividades antioxidantes (Seeram
et al., 2005; Gil et al., 1999; Gil et al., 2000).

De acordo com Lansky & Newman (2007) tem sido indexados artigos sobre a
Punica granatum Linn, havendo um vasto interesse quanto as propriedades
nutricionais e medicinais deste produto natural. A é&rvore de Punica granatum,
especialmente o fruto possui um vasto histérico etnomedicamentoso representando
um reservatorio fitoquimico de grande valor medicinal. O suco e a casca dos frutos
possuem propriedades antioxidantes bem definidas. A utilizagéo do suco, da casca do
fruto e 6leo tem mostrado possuir atividades anticancerigenas, atuando na proliferagéo

da linhagem celular tumoral, ciclo celular, invasdo e angiogenése.

A acdo fitoquimica e farmacoldogica de todos os constituintes da Punica
granatum sugere uma aplicacao clinica ampla relacionada ao tratamento e prevencao
da carcinogénese, assim como em outras doencas, como na inflamacdo cronica,
acreditando que a roma desempenhe um papel etiolégico fundamental frente a células

tumorais (Lansky & Newman, 2007).

Segundo Lansky & Newman (2007) pesquisas sobre os efeitos da roma e seus
derivados na sadde humana ainda encontra-se em um estagio muito precoce, em que
poucos ensaios clinicos bem controlados foram concluidos e a toxicologia das fracfes
de roma, em particular o seu potencial mutagénico somente agora esta comecando a

ser abordadas.

Diante do exposto a atividade antioxidante, bem como a supresséo da
inflamacdo pode contribuir significativamente para a quimioterapia e utilidade

quimiopreventiva contra o cancer (Lansky & Newman, 2007).
1.9.1 CONSTITUINTES QUIMICOS DA Punica granatum Linn

De acordo com Wang et al. (2010) muitos efeitos tem sido atribuidos aos
constituintes da roma, a partir do isolamento e caracterizacdo estrutural de muitos
compostos, 0s quais sdo categorizados os polifendis, incluindo taninos, flavonoides,

alcaléides, acidos organicos entre outros.
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As atividades fitoquimicas e farmacolégicas dos componentes da Punica
granatum sugerem uma alta empregabilidade na aplicacdo clinica voltada a
quimioterapia do cancer. Recentes pesquisas revelaram que os polifendis, incluindo a
punicalagina mostraram seletividade in vitro e citotoxicidade em altas concentragoes
contra linhagem de células tumorais (Kulkarni et al., 2007).

Os compostos quimicos presentes nos frutos de roma, dos quais se destacam
os polifendis, incluindo os taninos hidrolisaveis (elagitaninos [ET] e galotaninos [GT]) e
taninos condensados (proantocianidinas), antocianinas e outros flavondides sé&o
encontrados em grande proporcdo (Santos-Buelga & Scalbert, 2000; Clifford &
Scalbert, 2000; Gu et al., 2004).

A presenca de flavondides (Caltagirone et al., 2000; Yang et al., 2000) bem
como a de taninos (Koide et al., 1999; Wang et al., 1999; Yang et al., 2000a; Yang et
al., 2000b) encontrados na P. granatum mostraram capacidade de inibicdo de

crescimento de células tumorais tanto in vitro como in vivo.

Tanto os flavonoides como os taninos sdo abundantes nas cascas de frutos da
roma, variando apenas com o tipo de cultivo (Ozcal & Dinc, 1993). Polissacarideos
complexos também tém sido reportados em cascas de roma (Jahfar et al., 2003). A
presenca de alcaloides foi também observada nos estudos de Dragendford, todavia foi
negativa nos estudos de Mayer (Vidal et al., 2003).

De acordo com Lansky & Newman (2007) a casca de roma é rica em polifendis,
incluindo os elagitaninos, galotaninos, acidos elagicos, acidos galicos e flavondides,
tais como catequinas, antocianinas, acido ferdlico e quercetina. Estes polifenodis
exibem vérias atividades biol6gicas, tais como eliminacao dos radicais livres e inibicao

da oxidag&o.

Segundo Pendey & Madhuri (2008) o fruto de Punica granatum Linn contém
alcaldides, flavonodides (antocianidinas) e vitamica C atuando contra tumores soélidos e
asciticos em camundongos albinos, reforcando assim o seu efeito antineoplasico.

As cascas e folhas possuem em sua composicdo quimica elagitaninos,
punicalagina, punicalin e acido elagico (Nadkarni, 2002). Navindra et al. (2010)
relataram que notadamente os elagitaninos encontrados na roma inibem o cancer
prostético.

Os compostos com acgdo anti-inflamatéria da roméa foram investigados nas
sementes e os resultados mostraram presenca de polifenéis e acidos graxos como
sendo os compostos quimicos majoritarios quanto a acao anti-inflamatoria (Schubert et
al., 1999).
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Os principais compostos quimicos, tais como os acidos graxos, acido punico,
tem acdo bem conhecida em relacdo as reac¢des anti-inflamatorias, os quais inibem o
desenvolvimento da inflamacdo por meio da supressdao de biosintese de
prostaglandinas (Nugteren et al., 1987).0s estudos de Adams et al. (2006) mostraram
que o pré-tratamento com o suco de roma inibe a atividade de AKT, ativacdo da NFkB
e expressdo da COX-2 em células de HT-29 (linhagem celular cancerosa do c6lon).O
controle de expressdo da COX-2 € relatado em estudos envolvendo extratos de frutos
ricos em polifendis, mas precisamente estudos contendo polifendis derivados de
romas ainda séo limitados (Adams et al., 2006).A inibicdo da COX-2, AKT e NFkB
fornecem mecanismos na atividade anticancer exercida pela romd nas células
neoplasicas de célon e corroborando para estudos futuros no que concerne a
prevencéo e tratamento do cancer (Adams et al., 2006).

Estudos realizados por Toi et al. (2003) mostraram que constituintes quimicos
encontrados no suco e o Oleo de semente de romas mostraram efeitos de acao
adversa a formacgdo de novos vasos em modelos experimentais in vivo, através de
baixa regulacédo de fatores de crescimento pré angiogénico vascular endotelial (VEGF)
em estrogénio MCF-7 dependentes de células tumorais de pulmdo e alta regulacdo

de fator migratério de macréfagos (MIF) em células MDA-MB 231.

O mecanismo de agdo quimiopreventiva também é ressaltado, uma vez que
pode haver inibicdo das substancias bioativas carcinogénicas ou bloqueio da ligacao
do carcinbgeno ao DNA e por ultimo a possibilidade de inibicdo da fase de promocé&o

carcinogénica (Whitley et al., 2003).

Segundo Lansky & Newman (2007) o suco, a casca e 0 6leo de semente da
roma tem demonstrado capacidade antineoplasica por apresentar inibicdo da
proliferac&o celular, bem como do ciclo celular e também da angiogénese.

Estudos demonstraram que o fruto, suco, a semente e o0 6leo de semente sao
efetivos contra a carcinogénese de préstata, mama, pele, pulmao, cavidade oral e
leucemias (Amin et al., 2009) devido a suas propriedades antioxidantes e
antiproliferativas ( inibicAo de crescimento celular, destruicdo do ciclo celular e
apoptose) (Adhami et al., 2009). De acordo com os estudos de Konho et al. (2004) o
Oleo de semente de roma quando incorporados na dieta reduziram consideravelmente
a incidéncia e a multiplicacdo de carcinoma (mensuracdo do numero de tumor/ rato)
induzida por azoximetano. Neste experimento foi possivel notar que o 6leo de semente
de roma nao exibiu dose responsiva, porém os efeitos anticarcinogénicos foram
observados em todas as doses presentes no estudo (concentracdo de 0,01%, 0,1% e
1% wiw).
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Outro estudo evidenciado a acdo antineoplasica concerne ao de Toi et al.
(2003 ) que evidencia que o 6leo de semente de romé e o suco fermentado rico em
polifendis inibem a proliferacédo celular de cancer de mama, invasdo com promogéao de
apoptose contra as células tumorais de mama.

Kim et al. (2002) também reportou que o suco fermentado de roma rico em
polifendis apresentou potencial dobrado quanto a acdo antiproliferativa uma vez
comparado com o suco de roma fresco.

Pesquisas envolvendo cancer de pulméo revelaram que o extrato da fruta de
roma € efetivo no tratamento do cancer de pulmé&o (Khan et al., 2007).

Albrecht et al.( 2004) em seus estudos demonstraram os efeitos do Oleo de
semente de roma e do suco fermentado, rico em polifendis e o pericarpo frente ao
cancer de préstata humano com crescimento de células in vivo encontraram uma
significativa atividade antitumoral iniciada contra o cancer prostatico humano.

Ainda dentro desse contexto Lansky et al. (2005) utilizaram extratos do fruto de
roma mostrando que o crescimento celular foi inibido, havendo também a constatacéo
de apoptose contra células prostaticas humanas extremamente agressivas (células de
carcinoma PC-3).

De acordo Suresh et al., (2011) extrato da raiz de Punica granatum L. exercem
atividade antiproliferativa significante frente as linhagens de células tumorais MDA-MB-
435. O extrato etandlico mediou atividade antiproliferativa mais consideravel em
linhagens celulares tumorais raras do que em linhagens tumorais convencionais.

Culturas de células mamarias em ratos (MMOC) foram desenvolvidas por meio
de exposicdo a agentes quimicos carcinogénicos 7,12 dimetil benzentraceno (DMBA)
em que o extrato de 6leo demonstrou reduzir 46% da ocorréncia tumoral (Kim et al.,
2002), enquanto que a Otimizacao de Enxame de Particulas (PSO), prensada a frio ou
em HPLC resultou em uma reducao de até 87% da ocorréncia tumoral. Notavelmente
1g/mL de PSO resultou em maior supressdo do que a dose de 10g/mL do extrato
aquoso de roma (Metha & Lansky, 2004) sugerindo que a dose bioldgica ideal € mais
importante e relevante do que a dose méxima tolerada. De acordo com os estudos de
HORA et al. (2003) realizados em ratas fémeas CD-1, por meio da inducéo de tumores
epiteliais  induzidos  por  DMBA, posteriormente  promovido  por 12
Otetradecanoylphorbol 13-acetato (TPA) evidenciou que o tratamento tépico com PSO
5% produziu reducdes significativas tanto na incidéncia de tumores quanto na
proliferacdo (P<0,05).

Foram evidenciadas também mudancas no ciclo celular de linhagens humanas

de Linfoma de Burkitt quando administrados extrato de casca do fruto de roma
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(Settheetham & Ishida, 1995) e leucemia monocitica humana com extrato de 6leo de
semente de roma (Suzuki et al., 2001).

Segundo Kawaii & Lansky (2004) a diferenciacéo da linhagem celular HL-6 de
leucemia promielocitica humana foram detectadas em reac¢des de reducdes do azul
nitro tetrazélio, ndo especifica esterase e esterase especifica e atividades fagociticas
foram potencialmente promovidas pela casca dos frutos, enquanto que extratos de
acetato de etila de produtos fresco do suco de roma néo fermentado apresentaram
baixa atividade anticancerigena observados em extratos de roma frente a outras

linhagens celulares tumorais, a exemplo de mama e préstata.

1.9.1.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos constituem um dos grupos mais numerosos e
onipresentes de metabdlitos de produtos naturais e fazem parte integrante da dieta
humana( Dai & Mumper, 2010).

Os compostos fendlicos (Figura 9) possuem um mais anéis aromaticos
apresentando um ou mais grupos hidroxilas. Sdo amplamente distribuidos no reino
vegetal, sendo o0s metabdlitos secundarios mais abundantes das plantas,
apresentando mais de 8000 estruturas fendlicas atualmente conhecidas, que variam a
partir de moléculas simples, tais como os acidos fendlicos ou ainda como moléculas
altamente polimerizadas como os taninos. As plantas fendlicas incluem os &cidos

fendlicos, os flavondides e os taninos (Dai & Mumper, 2010).
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FIGURA 9 : Estrutura Quimica dos Compotos Fendlicos (Flavonéides, Acido Fendlicos e Taninos).
FONTE: Dai & Mumper (2010)

1.9.1.3 FLAVONOIDES

Dentre os compostos fendlicos os flavondides sdo os mais comuns, em que a
estrutura quimica bésica € composta de nucleo flavan, contendo 15 atomos de
carbono arranjados em trés anéis (C6-C3-C6). Os flavonoides séo divididos em seis
subgrupos:flavans, flavonas, flavonols, flavonéis, isoflavonas e antocianinas,
classificados de acordo com a oxidacdo do anél de carbono. Sua variacao estrutural

em cada subgrupo € em parte devido ao grau e padrdo hidroxilagdo, metilacéo,
prenilacdo ou glicosilacao (D Archivio et al., 2007).

Flavonoides isolados de romas incluem as flavonas, flavondis, antocianinas e

flavan-3-ois (Wang et al., 2010) De acordo com Aherne & O'Brien (2002) a estrutura
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quimica dos flavondides de maneira geral, esta baseada no nucleo flavilium, o qual
consiste de trés anéis fendlicos. O benzeno do primeiro anel é condensado com o
sexto carbono do terceiro anel, onde na posi¢do dois carrega um grupo fenila como
substituinte. O terceiro anel pode ser um pirano heterociclico, gerando as estruturas
bésicas das leucoantocianinas e das antocianidinas, sendo denominado de nucleo
flavana. Uma vez que o terceiro anel apresenta-se como uma pirona, ocorre a
formacao das flavonas, flavonadis, flavanonas, isoflavonas, chalconas e auronas, sendo
denominado de 4-oxo-flavonoide (Yokozawa et al, 1997; Lopes et al., 2000). Segundo
Marchand (2002) e Yang et al. (2001) mais de 6000 diferentes flavonoides ja foram
descritos, sendo os mais estudados referente as classes maiores: flavonois, flavonas,
flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas, diidroflavondis e chalconas (Cook
& Samman, 1996). As atividades bioquimicas dos flavonoides, bem como a de seus
metabdlitos estdo diretamente relacionadas com sua estrutura quimica, podendo haver
variagbes quanto a substituigcbes, incluindo hidrogenacéo, hidroxilagdo, metilicoes,
malonilagfes, sulfatacdes e glicosilagbes. Comumente os flavondides e isoflavonoides
ocorrem como ésteres ou derivados glicosidicos, ou ainda como uma mistura deles
(Birt et al., 2001).

De acordo com Birt et al., (2001) a proliferacdo celular desregulada funciona
como marcador de aumento de susceptibilidade a neoplasia. O processo de
prevencdo carcinogénica estd associado, geralmente a inibicdo, reversdo ou
retardamento da hiperproliferacdo celular. J& € bem conhecido que os flavonoides
dietéticos e isoflavondides apresentam inibicdo quanto a proliferacédo de linhagens de

células cancerigenas humanas.

Marchand (2002) descreveu em modelos in vitro que os flavonoides presentes
em vegetais, em especial na Punica granatum tém mostrado eficicia na sinaliza¢éo
celular e a progresséo do ciclo. Genesteina e quercetina apresentam capacidade de
inibir a proteina tirosina quinase, uma vez que esta também se encontra envolvida na
proliferacdo celular. A apigenina, luteolina e quercetina, presente na roma mostraram-
se eficazes no processo de morte celular, impedindo a progressdo do ciclo do

mecanismo dependente de p-53.

Segundo Reddy et al., (2003) os flavonoides e isoflavondides encontrados nos
vegetais podem inibir o ciclo celular, induzindo a apoptose de linhagens celulares
cancerosas, em que as células se encontram no processo de divisdo e uma vez
tratadas com flavonoides e isoflavonoides, tais células tumorais apresentaram uma

desestruturagédo nos “check-points” G1/S e G2/M. Mas precisamente o flavonoide
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gquercetina apresenta acdo no bloqueio do ciclo celular na fase G1/S das células
cancerosas estudadas em célon, induzindo também a apoptose apresentando como

resultado a fragmentacéo nuclear e condensacao da cromatina.
1.9.1.4 TANINOS

Os taninos séo outro grande grupo de polifendis, subdividido em dois grupos:

(1) Taninos hidrolisaveis e (2) Taninos condensados (Khanbabaee et al., 2001).
1.9.1.4.1 TANINOS HIDROLISAVEIS:

Os taninos hidrolisaveis sdo compostos que contém um nucleo central de
glicose ou outro poliol esterificado comacido galico, também conhecido como
galotaninos ou com &cido hexahidroxidifenico, também denominado elagitaninos.A
grande variabilidade na estrutura destes compostos é devido a muitas possibilidades
na formagéo de ligagédo oxidativa e oxidagao intramolecular. Sendo assim, as reagdes
dao origem a muitos compostos oligoméricos com peso molecular entre 2.000 a 5.000
Daltons (Khanbabaee et al., 2001).

Taninos hidrolisados (Figura 10) de diversas estruturas incluindo elagitaninos e
galotaninos constituem os mais prevalentes compostos presentes em varias partes da
roma, com destaque especial na casca do fruto. Taninos condensados, entretanto sdo
mais raros de ser encontrados na planta. Elagitaninos séo frequentemente
encontrados no pericarpo, casca, semente e flores (Tanaka et al., 1986; Wang et al.,
2004; Wang et al., 2006). A punicalin e a punicalagina sdo os compostos majoritarios
do pericarpo e também encontrados na casca, entretanto sao praticamente dificeis de
serem detectados nas folhas. Estes tipos de compostos sdo derivados do &cido
elagico, os quais sdo abundantes em todas as partes da planta e pode conter altos
teores, tais como 0,1% nas flores e acima de 0,2% no pericarpo e folhas (Wang et al.,
2006).
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FONTE: Queiroz et al. (2002)

1.9.1.4.2 TANINOS CONDENSADOQOS:

Os taninos condensados séo oligomeros ou polimeros de flavan-3-ol ligados
através de um vinculo de carbono interflavan. S&o também denominados como
proantocianidinas devido ao fato de serem decompostos das antocianidinas através da
reacdo de oxidacdo catalisada por &cido através do aquecimento em solucdes de
alcool acidas. A diversidade na estrutura é devido a variacdo no padréo de
hidroxilagdo nos trés centros quirais, assim como o local e tipo de ligagdo interflavan,

bem como o grau e o padréo de metoxilagéo e glisocilacao (Koleckar et al., 2008).

Taninos hidrolisdveis e condensados tem demonstrado propriedades
anticancer in vivo e in vitro (Castonguay et al., 1997; Gali-Muhtasib et al., 2001) e
propriedades anti-aterosclerética in vivo (Aviram et al., 2000; Kaplan et al., 2001,
Aviram et al., 2004). Em adicdo os taninos hidrolisaveis e o &cido elagico tem
reportado atividade anticancer (Boukharta et al., 1992; Gali-Muhtasib et al.; 2001,

Castonguay et al., 1997).

Os galotaninos os quais sdo frequentemente encontrados nas folhas e
raramente reportados em outras partes da roma, habitualmente consistem em pares
de grupos galloil e pode ser considerados como derivados do acido gélico (Li et al.,
2002).
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1.9.1.5 ACIDOS FENOLICOS
1.9.1.5.1 ACIDO GALICO

O acido galico (Figura 11) (GA: 3,4,5- &cido trihidroxidroxibenzoico/ 2,3,7,8
tetrahidroxi[1]benzopirano[5,4,3,—cde][1]benzopiran-5,10-dione) é um composto
polihidroxifendlico, o qual pode ser encontrado em varios produtos naturais, tais como
sumagre, folhas de cha, casca de carvalho, chad verde, casca de maca, uvas,
morangos, abacaxis, bananas, limdes, vinho branco, vinho vermelho, bem como nas
romas (Sun et al., 2002; Beer et al., 2003; Wolfe et al., 2003). O &cido galico pode

estar presente como molécula livre ou como parte de moléculas dos taninos (Madlener

et al., 2007).
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FIGURA 11: Estrutura Quimica Do Acido Galico
FONTE: Madlener et al. (2007)

De acordo Sridhar et al. (2005) e Liu et al. (2005) extratos de frutas contendo
acido galico apresentam beneficios a salde, tais como efeito antidiabético e
antiangiogénico, exibe também atividade antiapoptético perante as células linfociticas
humanas (Sohi et al., 2003).

O acido gélico tem sido descrito por apresentar-se como um potente anti-
oxidante, uma vez que elimina as espécies reativas de oxigénio (ROS) (Sohi et al.,
2003; Wolfe et al., 2003; Li et al., 2005, Lu et al., 2006; Abdelwahed et al., 2007; Kim,
2007). O acido gélico como agente anti-oxidante tem sido considerado um importante
fitoquimico quimiopreventivo (Suhr, 2003; Giftson et al., 2009). Pode apresentar
também acédo pro-oxidante dependendo da concentracdo do mesmo e o método de
avaliacdo da referida atividade (Sakagami & Satoh, 1997; Strlic et al., 2002).

De acordo com Inoue et al.(1994), Isuzugawa et al. (2001), Kawada et
al.(2001), Salucci et al. (2002), Sohi et al.(2003) e o acido galico é descrito como um
excelente redutor de radicais livres e indutor na morte celular programada frente a
vérias linhas de células tumorais, sendo também importante por apresentar a

prevencédo da conversdo de malignidade de células e na prevencao do cancer.
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O interesse majoritario do acido gélico é relativo a atividade antitumoral. De
fato, a atividade anti-cancer pelo acido galico tem sido reportada em varias células
tumorais, tais como na leucemia (Inoue et al.,, 2000), células cancerosas
prostaticas(Argawal et al., 2006; Veluri et al., 2006; Kaur et al., 2009), cancer de
pulm&o (Ohno et al., 1999; Kawada et al., 2001), cancer géstrico, coélon, peito, cervical
e esofagico (Faried et al., 2007).

De acordo com Madlener et al. (2007) relata que o acido galico exerce efeitos
bioquimicos, podendo conter propriedades quimiopreventivas e antitumoral

importantes.

A inducdo da apoptose pelo acido gélico estd associado com o estresse
oxidativo derivado da reagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), disfungdo
mitocondrial e influxo de niveis de Calcio intracelular (Serrano et al., 1998; Inoue et al.,
2000). Entretanto o acido galico tem demonstrado citotoxicidade em células normais
fibroblasticas e endoteliais (Inoue et al., 1994; Inoue, 1995). Tem sido demonstrado
que o acido galico e seus derivados induzem a apoptose dependente de Calcio em
células leucémicas (Sakaguchi et al., 1998, Isuzugawa et al., 2001).

O acido galico induz a apoptose em células cancerosas HelLa sendo

evidenciadas pela coloragdo anexina-V ativando a caspase (You et al., 2010).

1.9.1.5.2 ACIDO ELAGICO

O &cido elagico (4,4-,5,5-6,6 acido hidroxidifenico-2,6,2-6- dilactone) (Figura
12), é um dimero derivado do acido galico de plantas amadeiradas, bagas, uvas e
sementes(Talcott & Lee, 2002).

FIGURA 12:Estrutura Quimica Do Acido Elagico
FONTE: Losso et al. (2004)

O &cido elagico € um composto fenolico presente nos vegetais e frutos, tais

como as romdas, tendo apresentado propriedades antioxidante, antifibrética,
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anticarcinogénica e quimiopreventiva(Hagiwara et al., 2010). Tem demonstrado que o
acido elagico tem a capacidade de inibir o crescimento tumoral através da
carcinogénese promovida em modelo animal (Bate-Smith, 1972; Perchellet et al.,
1992; Dow et al., 1994; Barch et al., 1996; Stoner & Morse, 1997). Tal propriedade do
acido elagico é evidenciada pela inibicdo da inducdo da atividade de TPA ornitina
descarboxilase, atividade de N-acetiltransferase, produgéo de hidroperéxido e sintese
de DNA (Das et al., 1885; Teel, 1986; Ahn et al., 1996; Thresiamma et al., 1996;
Chung, 1998; Lin et al., 2001).

De acordo com Narayanan et al. (1999) o acido elagico tem demonstrado
induzir o blogueio da transicdo da fase GO\G1 e inducdo de apoptose em carcinoma
cervical humano de células de pele. Ainda assim, tem sido corroborado, segundo
Narayanan et al. (2001) que o acido elagico induz o bloqueio do ciclo celular em
células cancerosas do c6lon humano resultando na baixa regulacao de IGF-II.

Segundo os estudos de Teo-Mao et al. (2005) o &cido elagico foi capaz de inibir
o ciclo celular e realizar apoptose em células cancerosas de bexiga de linhagem T24,
em que através vde citometria o ciclo celular resultou em aumento do numero de
células na transicdo de GO\G1 e decréssimo do percentual de células de G2\M. Em
complemento, através do ensaio de PCR o &cido elagico demonstrou promover a
expressao de gene p53 e p21 e inibir a expressdo de CDK2 (ciclina dependente de
quinase 2) , impedindo a continuagdo do ciclo celular em GO\G1l. Sendo assim a
atividade antineoplasica desempenhada pelo &cido elagico esta diretamente
relacionada a capacidade de cessar o ciclo celular e induzir a apoptose (Teo-Mao et
al., 2005).

Sendo assim o &cido elagico apresenta varias propriedades biolégicas, tais
como atividade anti-oxidante (Privadarsini et al., 2002), anti-inflamatéria (Lino et al.,
2002), anti-fibrose (Thesiamma et al., 1996) e propriedades anti-cancer(Narayanan et
al., 1999; Khanduja et al., 1999).

O éacido elagico tem prevalecido exibindo acdo anticarcinogénica, tais como
indug&o do bloqueio do ciclo celular e induzindo a apoptose, bem como a inibicdo da
formagdo e do crescimento tumoral em modelo animal (Narayanan et al., 1999;
Khanduja et al., 1999; Mertes-Talcott et al., 2003).

Um dos marcadores de redutase ribonucleotidica (RR, EC 1.17.4.1), o qual
esta enzima esta intimamente limitado a sintese de DNA relativa a baixa atividade em
células normais e significativamente elevada na presenca de células tumorais

malignas (Elford et al.,, 1970; Takeda et al.,, 1981). A enzima é considerada um

43



importante marcador na quimioterapia do cancer (Tsimberidou et al., 2002). Mostrando
que compostos como didox (3,4 &cido dihidroxibenzohidroxamico) ou trimidox (3,4,5
trinidroxibenzamidoxime), o qual tem uma estrutura quimica relativa ao acido galico
apresentando também acdo redutora de radicais livres, sendo enzimas inibidoras
efetivas (Szekeres et al., 1994). O RR é um bloqueador de radicais livres através da
inibicdo de subunidade de ferro ndo-hemeglobinico requerendo a ativacdo da
tirosinase livre. Ambos didox e trimidox promove o efeito antitumoral e antiviral in vivo
e in vitro (Tihan et al., 1991; Sumpter et al., 2004).

O acido elagico apresenta propriedades anti-cancer relacionada a capacidade
de bloquear o ciclo celular, bem como induzir a apoptose e inibir a formacdo do
crescimento tumoral in vivo (Narayanan et al., 1999), todavia 0 mecanismo molecular
responsaveis por estes efeitos ainda ndo sédo largamente conhecidos (Masamune et
al., 2005).

Segundo Masamune et al. (2003) o fator de crescimento promovido pelo acido
elagico (PDGF-BB) aumentou significativamente a proliferagdo de células
pancreaticas. A proliferacdo induzida de PDGF foi inativada pelo acido elagico em
dose dependente, revelando que a inibicdo do PDGF-BB induziu das células
pancreaticas em dose dependente. De acordo com os estudos de Li et al. (2005) o
acido elagico é capaz de induzir, de maneira dose dependente, o bloqueio da fase G1
e o estimulo da apoptose em linhagens de células T24, em que tais achados foram
confirmados por meio de andlise através da citometria de fluxo de hidrofiploidia
nuclear, em que o bloqueio da ciclo celular em G1 e a apoptose parece estar
estatisticamente significante nas doses de 10, 25 e 50 uM. Foi reportado que o acido
elagico bloqueia a progressdo da fase GO/G1 e estimula a apoptose em carcinoma
epidermadide de pele (Narayana et al., 1999).

De acordo com Chang et al. (2002) e Han et al. (2002) evidéncias indicam que
concentracdes subapoptéticas de drogas citotoxicas podem induzir o cessamento do
crescimento com recursos senescentes de p53 e p21, 0s quais sdo extremamente
importante neste processo. Corroborando desta forma os achados de Li et al. (2005),
em que o acido elagico se apresenta capaz de induzir a morte celular de linhagens
tumorais, principalmente por meio de mecanismos de caspase dependente. A inibigdo
da caspase ativa por z-VAD-fmk reduz significativamente a inducdo de apoptose pelo
acido elagico. Em adicéo, a regulacdo do ciclo celular, auxiliado pela p21 waf-1/CIP-1
prevenindo a apoptose, mediando a sobrevivéncia dos fosfotidilnositosol através da
fosforilagdo de AKT (Zhou et al., 2001; Han et al., 2002). De acordo com Li et al.
(2005) a possibilidade que a p21 WAF-1/CIP-1 protege os danos celulares

44



relacionados com a estrutura do DNA iniciando a apoptose, enquanto a p53 media a
reparagdo do DNA durante o dano.

A apoptose desencadeada pelo &cido eldgico pode ser induzida em algumas
etapas do ciclo celular envolvendo GO/G1, as quais sao comprometidas pelo
bloqueio.Tal fato é concebivel pela alta expressédo de wtp53 que ndo sobrevive in vivo
devido o bloqueio de G1 induzido pela p53 (Li et al., 1999; Hsiao et al., 1997). Isto
também pode ser reportado na apoptose de células tumorais ocasionadas pela hipdxia
(Yu et al.,, 2002).A apoptose foi completamente inibida no pré-tratamento com a
caspase inibidora z-VAD-fmk. Este fenbmeno também demonstra que o declinio da
caspase-3 efetora levou ao inicio da viabilidade das céluas T24 quando tratadas com
acido elagico. Aparentemente o acido eldgico induz a apoptose e a ativacdo da
caspase-3 efetora. Entretanto a 4cido elagico ndo afeta a atividade da caspase-1 e 8.
Isto é bem conhecido na radio entre a determinacdo de proteinas pro e anti-
apoptéticas, em parte a suscetibilidade da sinalizagdo de morte celular na apoptose
(Gross et al., 1999; Vander et al., 1999; Zhang et al., 2000).

Nos estudos de Li et al (2005) o ensaio por PCR demonstra que o acido elagico
promove a expressdo dos genes p53 e p 21 inibindo a expressdo do gene CDK2,
podendo conduzir o bloqueio da fase GO/G1 no ciclo celular. Sendo assim, acido
elagico tem apresentado exibir atividade antineoplasica, através da inducdo da
apoptose e do bloqueio da progresséao do ciclo celular.

Muitos estudos tém reportado que a ciclina dependente de quinase 2(CDK-2) e
a ciclina E estédo envolvidas no ciclo celular entre a fase G1 para S, em que 0s ensaios
por PCR revelaram que o acido elagico inibe a CDK-2, em que tal processo pode estar
intimamente relacionado ao bloqueio da transicdo da fase G1/M no ciclo celular das
células T24, induzindo a apoptose pela ativacdo da caspase 3 efetora (Ibrado et al.,
1996).

1.9.1.6 ALCALOIDES

Os alcaloides sao frequentemente encontrados nas cascas, haste e raiz das
plantas de romés, bem como em seu suco. Ha normalmente dois tipos de alcaldides
incluindo as piperidinas, apresentando um esqueleto contendo seis anéis aromaticos e
pirrolidinas apresentando cinco anéis aromaticos em sua estrutura molecular. As
piperidinas sé@o reportadas em casca, hastes e raizes da romd, assim como a
isopeletierina, pseudopeletierina, e N-metilisopeletierina sdo os alcaloides majoritarios

encontrados na haste e em sua casca (Neuhofer et al., 1993).
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1.9.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS JA REPORTADAS ATRAVES DOS
CONSTITUINTES QUIMICOS PRESENTES NOS PRODUTOS NATURAIS

QUADRO 1. Acéo biolégica dos produtos naturais e os fitoquimicos envolvidos

PRODUTO NATURAL

COMPOSTO QUIMICO
(FITOQUIMICO)

ACAO BIOLOGICA

REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

Bagas Polifenois Atividade

(extrato etandlico) antiproliferativa HL-60 | KATSUBE et al., 2003
(células leucémicas
humanas)

Framboesa Elagitaninos Atividade ROSS et al., 2007

antiproliferativa (HeLa)

Baga Procianidinas Baixo grau | McDougall et al., 2008

antiproliferativo

Vinho Polifenois Atividade Damianianaki et al.,
(resveratrol, quercetina, | antiproliferativa 2000; Kampa et al,
catequina, 2000
epicatequina)

Cha verde Polifenois Atividade Zhang et al, 1999;
(epicatequina, antiproliferativa Weisburg et al., 2004,
epigalocatequina, Nichenametla et al,
epigalocatequina-3- 2006
galato, e
epigalocatequina-
galato)

Soja Isoflavona Inibicdo do crescimento | Sakar & Li, 2002
Genisteina de células tumorais

(leucemia\ linfomal

prostata\ pulmao\

cabeca e pescoco)

Maca Composto fendlico HT-29 estabilizou a | McCann et al., 2007

genitoxicidade e

potencial metastasico>

influenciou 0s 03

estagios da

carcinogénese

Mirtilo, Extratos ricos em | Atividade Lala et al., 2006

Uvae antocianinas (ARES) quimioprotetora

Peixe

Amora Silvestre

Cianidina-3-glicosidio
(C3G)

Inibicdo do crescimento
de células tumorais no
cancer de pele e
pulméao

Atividade
guimiopreventiva\
quimioterapéutica com
inibicdo de metéastase

Ding et al., 2006

Cha

Polifenol
epigalocatequina-galato
(EGCQG) e teaflavina

Inibicdo da
tumorigénese

Huang et al., 1997

Cha verde e preto

Cafeina e Nonfenol

Induziu completamente
a carcinogénese

Huang et al., 1997
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QUADRO 2. Fitoconstituintes da Punica Granatum Linn e o seu potencial efeito bioldgico Anti-Inflamatério e

Anticancer

COMPONENTES OU ATIVIDADES
COMPONENTES DA CLASSES DE BIOLOGICAS REFERENCIAS
PLANTA COMPOSTOS BIBLIOGRAFICAS
Inibicéo da sintese de JIUNG et al. (2004)
esfingolipideos;
Inibicéo da atividade da | JIUNG et al. (2000)
COX-2 na PC;
a-Tocofenol Ativacdo da apoptose
nas células cancerosas | CAMPBEL et al. (2006)
e nas células normais VRAKA et al. (2006)
Apoptose na via MCF-7 | ZHANG et al. (2005)
na via p53; ACHIVA et al. (2005)
Ac. Ursélico Apoptose nas células

SEMENTES

epiteliais via caspase 3;

Esterdides (deucosterol,
campesterol,
estigmasterol, beta-
sisterol)

Apoptose em células
melanoma via
intrinseca por meio de
ativacao de caspase 3;
Inibicdo de citocinas
pro-inflamatérias em
camundongos apoptose
PC-3

Ciclo celular de arraste
via ROS e langcamento
de prostaglandinas;
Reverséo prejudicada
de glutatil/oxidagao de
glutatiose via
estrégeno/
fosfatidiolinosol via 3
kinase;

HARMAND et al.
(2005);

NASHED et al. (2005);
AWAD & FINK (2000);
AWAD et al. (2005);

VIVANCOS &
MORENO (2005)

Ac. Punico

Inibic&o de Invaséo PC-
3;

Aumento da funcéo de
células B in vivo;
Citotoxicidade em
células leucémicas via
peroxidacdo lipidica

LANSKY et al. (2005)
YAMASAKI et al. (2006)

SUZUKI et al. (2001)
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Ac. Hidroxibenzéico

(Ac. Galico e Elagica)

Inducdo de expressao
p53/ p21; Apoptose em
células cancerosas de
bexiga;

Inibicdo de crescimento
e morte apoptoética em
células cancerosas de
prostata DU-145;
Reducéo de células
inflamatdrias
pancreaticas;
Promocgao de apoptose,
alteracao nas fases
GO0/G1 para S e COX
nas células leucémicas
HL 60

LI et al. (2005);

VELURI et al. (2006)

MASAMUNE et
al.(2005);
MADLENER et al.
(2006);

HAWANG et al. (2005)

SUCO E CASCA

Ac. Hidroxicinamico
(e. g. caféico)

Diminuigao das células
metastatica cancerosas
através da baixa
regulacdo de expressao
de mataloproteinase;
Inibic&o da
metaloproteinase 9 e
reducdo de invaséo das
células tumorais;

HAWANG et al. (2005)

JIN et al. (2005)

Catequinas e
Epicatequinas

Reducéo de P-
glicoproteinas mediada
a resisténcia a
multidrogas;

Fator de crescimento
antagonico induzido por
proliferacao anormal;
Potente inibicéo de
proteina tirosina
quinase ativa

QIAN et al. (2005)

DOSS et al. (2005)

GOUNI-BERTHOLD &
SCHINIDIS (2004)

Protocianidinas e
Antocianidinas

Atividade antigiogénica,
antioxidante e
anticarcinogénica;
Inibicdo da atividade de
ciclogenase , produgdo
de dxido nitrico e
potente inibicdo de fator
receptor de crescimento
epidermal;

BAGCHI et al. (2004)

HOU et al. (2003);

Quercetina

Atividade
antimutagénica
(reviséo);

Inibicdo da
carcinogénese;

Efeito antitumoral de
flavonéides (revisao);
Inibicdo de crescimento
de células cancerosas
pulmonares via G2/M e
inducdo de apoptose

GALVAZO et al. (2004)
LAMBERT et al. (2005)
KANADASWANI et al.
(2005)

YANG et al. (2006)
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SUCO E CASCA

Elagitaninos
(Punicalagin e
Punicalagina)

Diminuigdo da UV- B,
ativacado modulada por
NF-kB e atividade
mitogénica de proteina
quinase (MAPK);
Diminuicao significativa
de células inflamatorias
em cancer de célon ;
Ativiade
antiproliferativa,
apoptética e
antioxidante

AFAQ et al. (2005)

ADAMS et al. (2006)

SEERAM et al. (2005)

CASCA

Em adi¢éo dos
compostos polifendlicos
encontrados no suco...

Flavonoides
(e. g. Kaempeferol)

Diminuicdo da
expressao de fator a de
necrose tumoral,
expressao de gene de
interleucinas-Ig em
células tumorais;
Atividade com
sinergismo com
guercetina na inibicdo
de proliferacéo de
células tumorais de
peito

KOWALSKI et al.
(2005);

ACKLAND et al. (2005)

Flavondides
(e. g. luteolina)

Diminuigdo na sintese
de acidos graxos
saturados em células
tumorais humanas;
Diminuicdo da atividade
quinase na adesao
local, uma chave
regulatéria na invasao
de células tumorais;
Aumento de células
apoptoticas através da
alta regulacao de
receptor de morte e
ativacdo de caspases
ativas

BRUSSELMANS et al.
(2005)

Huang et al. (2005)

HORINAKA et al.
(2005)

FONTE: LANSKY & NEWMAN, 2007

1.9.3 MECANISMO GERAL DE ACAO DOS POLIFENOIS

O desenvolvimento do cancer € um processo que ocorre em Vvarias etapas,

constituindo de algumas etapas descritas na carcinogénese (iniciacdo, promocao e

progressao) podendo ser seguida pela invasédo e metastase (Doll & Peto, 1981). Assim

sendo os produtos naturais podem intervir nas etapas da carcinogénese por meio dos

mecanismos de acdo dos compostos fendlicos (Figura 13), tais como:
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Célulzs nommals ANTICKIDANTE E ANTIMUTAGEMICD
iloigdo da fse | enzimitics

INICLCE O Indugdo da fzse I enzimatica

eslimulzgdo O3 reparagdo 9o DNA
——————
Célulzs hilcladss
PROMOCLD ANTHINFLAMATORID
Indugdo o bioguelo do clelo-calular
Crescimento celilar
Descontratatg
PROGREZSAOD |Baba regulacio do MMPS
Antlanglogansss
WetdstEsas tumarals nilolgdo da prolferagdo celular

Indugdo da apopiose
FIGURA 13: Potencial anticancer envolvendo os mecanismos de a¢do dos compostos fendlicos

—_—
IniloigEo d3 prolfieragio celular

dos produtos naturais durante a carcinogénese.
FONTE: Talita Santos Bastos (2014), adaptado de Dai & Mumper, (2010)

O efeito inibidor dos compostos fendlicos derivados dos produtos naturais na
carcinogénese € mediante dois mecanismos: (1) modificagdo do estado redox, (2)
interferéncias nas funcdes celulares basicas, tais como ciclo celular, apoptose,

inflamacao, angiogénese, invasdo e metastase (Kampa et al., 2007).

1.9.4 INTERFERENCIA DE FUNGCOES CELULARES BASICAS PELOS
COMPOSTOS FENOLICOS

Fendlicos naturais podem afetar as funcdes celulares bésicas relacionadas
com o desenvolvimento do cancer por diferentes mecanismos. Em primeiro lugar, na
fase de iniciagdo os compostos fendlicos podem inibir a ativagdo de pro-cancerigenos
através vda inibicdo de fase | de enzimas metabolizadoras, tais como o citocromo
P450 (Hodek et al., 2002) e também auxiliando na desintoxicacao e eliminacdo das
substancias cancerigenas pela inducdo da fase Il metabolizando enzimas como
glutationa-S-transferase (GST), NAD (P) H oxirredutase quinina (NQO) e UDP
glucuroniltransferase (UGT) (GALATI et al., 2000). Podendo limitar a formagéo das
células iniciadas por estimulacédo de reparo no DNA (Webster et al., 1996; Imanishi et
al., 1991). Em segundo lugar os fendlicos podem kinibir a formacéo e o crescimento de
tumores através da inibicao do ciclo celular através da apoptose. As células malignas
sdo carcaterizadas pela proliferacdo excessiva com incapacidade de diferenciacdo
celular ou realizacdo da apoptose sob condi¢des normais, tendo como consequencia
uma prolongada e imortalazada vida, sendo assim a regulacdo do ciclo celular esta

alterada nesse tipo de células. Assim qualquer pertubacdo nas proteinas especificas
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do ciclo celular pelos fendlicos pode potencialmente afetar ou bloquear a proliferacédo
continua das células tumorigénicas. Os fendlicos naturais apresentam a capacidade
de induzir a parada do ciclo celular em diferentes fases, tais como através vda
regulacdo de ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKs) ou indiretamente
induzindo a expressao de genes p21, p27 3 p53 (Ramos, 2008; Fresco et al., 2006).
Além disso alguns estudos tem mostrado que os compostos fendlicos naturais exibem
efeito diferencial contra células cancerosas das células normais, tendo como exemplo
a acao da antocianina induzindo o bloqueio da fase G1\GO e da fase G2\M no cancer
de cdlon de linhagem HT-29, mas ndo apresentou a mesma agdo em células do colon
NCW460 normais (Malik et al., 2003).

Os fendlicos naturais tem sido utilizados para intervir em todos os estadios da
carcinogénse. Além da agéo antioxidante, a inibicao do desenvolvimento do cancer por
compostos fendlicos dependem de um numero certos de mecanismos celulares
bésicos, envolvendo uma gama de bases moleculares. Além disso 0s extensos
estudos sobre esta classe de compostos ira fornecer pistas sobre a sua possivel
exploragdo farmacéutica no ambito da oncologia (Dai & Mumper, 2010).

1.9.5 PROMOCAO DA APOPTOSE POR MEIO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
PRESENTES NOS PRODUTOS NATURAIS

Em células que sofrem apoptose ha alteragcdes morfologicas a nivel celular, tais
como a retracdo da cromatina e a fragmentacdo do DNA em corpos apoptéticos
ligados a membrana, havendo conservacao do contetdo citoplasmatico, sendo

posteriormente fagocitada por células especializadas (Kerr et al., 1972).

As células que sofrem apoptose tipicamente apresentam condensagdo de
vcromatina e fragmentacdo nuclear, sendo rapidamente reconhecidas pelos
macrofagos antes da lise celular, sendo removidos sem induzir uma resposta
inflamatéria no organismo. Portanto, os agentes indutores da apoptose pode ser

considerado um farmaco anticancerigeno ideal (RAMOS et al., 2005).

A apoptose reportada pela acdo dos polifendis naturais foi caspase-3-
dependente.A indug&o da apoptose e\ou inibicdo de proliferacédo tem sido relatada por
alguns mecanismos desempenhados pelo polifendis naturais, tais como o bloqueio da
cinsase reguladora extracelular (ERK), cinase-s-Jun N-terminal (JNK) e P38 ativada
pela proteina mitbgena quinase (MAPK), inibicdo dos fatores de transcricdo NF-kB e
ativador de proteina 1(AP1); supressédo da proteina quinase C (PKC) e supressao do

fator de crescimento das vias (Fresco et al., 2006; Ramos, 2008).
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1.10 DETECCAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS PRESENTES NOS PRODUTOS
NATURAIS ATRAVES DA CROMATOGRAFIA

A cromatografia em coluna tem sido amplamente utilizado para fracionar
extratos fendlicos. Embora o método se apresente muitas vezes trabalhoso com o
consumo de solventes, ele é capaz de fornecer uma maior quantidade de fracbes
permitindo o isolamento e a identificacdo de substancias puras subsequentes (Queiroz
et al., 2005; Ek et al., 2006; Agarwal et al., 2007).

A quantificacdo dos compostos fendlicos no extrato de produtos naturais é
influenciado pela natureza quimica do analito, bem como o método de ensaio, a
selecdo de padrfes e a presenca de possiveis substancias interferentes (Naczk et al.,
2006).

O HPLC (Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia) € uma técnica confiavel
para a analise de compostos fenélicos. Varios suportes estdo disponiveis para analise
de compostos fendlicos, tais como as antocianinas, protocianidinas, taninos
hidrolisaveis, flavonois, flavan-3-ol, flavanonas, flavonas e acidos fendlicos (Prior et al.,
2001; Yanagida et al., 2002; Vrhovsek et al., 2004; Ruiz et al., 2005; Anttonen et al.,
2006; Lin & Harnly, 2007; Mccallum et al., 2007; Harris et al., 2007; Rodriguez-
Bernado et al., 2007; Mertz et al., 2007; Pawlowska et al., 2008).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS E DO EXTRATO AQUOSO DA CASCA DE

Punica granatum Linn
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Os frutos de Punica granatum Linn, popularmente conhecido como roma
utilizados na pesquisa foram coletados no Projeto Irrigado Senador Nilo Coelho,
proveniente do Ndcleo Irrigado: N9, situado na zona rural do municipio de
Petrolina/Pernambuco/Brasil, com localizacdo geogréafica: 9° 23'34™'S 40° 30280,
localizado na mesorregido do S&o Francisco, no semiarido de Pernambuco, extremo
Oeste do Estado. Os frutos das romas empregados neste estudo foram previamente
cadastrados no Herbario da Universidade Federal de Sergipe (UFS), com voucher
dessa espécie vegetal, constando de exsicata n® 20881 para fins de comprovacao

cientifica da planta em estudo (Figura 14).

FIGURA 14: Registro Cientifico (Exsicata- n°® 20.881), da amostra de Punica granatum
Linn
FONTE: Nascimento (2013)

2.2 TRIAGEM DAS AMOSTRAS DE Punica granatum Linn

As romas foram submetidas a lavagem em agua corrente, com a finalidade de
retirar as possiveis impurezas retidas na casca das amostras, sendo estas o objeto de
estudo da pesquisa e posteriormente submetidas a secagem em ambiente arejado e
ventilado. Em seguida fez-se & separacdo dos seus constituintes em: cascas e arilos
polposos, os quais continham as sementes. Ap0s a separagdo, 0s mesmos foram
acondicionados em recipientes hermeticamente fechados, mantidos sob refrigeragéo a
-20°C.

As cascas de Punica granatum Linn previamente separadas foram submetidas
a secagem em estufa de circulacdo em temperatura de 50+5°C de 48 a 72 horas
(Figura 15), até a secagem completa da amostra. ApOs este processo as cascas
foram quebradas em pedag¢os menores por agdo mecanica.
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FIGURA 15: Secagem das dascas de Punica Granatum Linn. (A) Casca In Natura; (B) Secagem da
Casca do fruto em estufa de circulacao; (C) E (D) Amostras de Casca obtidas apos secagem
FONTE: Talita Santos Bastos ,2013 (imagem propria)

Os fragmentos das cascas secas mecanicamente quebrados foram
submetidas ao moinho de facas (10 mesh), para a obtenc¢édo do p6 granulado (Figura
16), sendo este acondionado em recipiente ambar e hermeticamente fechado até a

preparacao do extrato aquoso.

FIGURA 16: Moinho de facas utilizado para obtencéo do granulado da casca de Punica
Granatum Linn
FONTE: Talita Santos Bastos, 2013 (imagem propria)

O material granulado foi entdo submetido a extracdo aquosa sob agitacéo, na
propor¢cdo de 5g/500 mL (m/V) . ApOs = 2 horas sob agitacdo em temperatura
ambiente (até obter solucdo homogénea), o material foi filtrado. Em seguda fez-se a

utilizacdo da solugdo homogénea filtrada vertendo-a em placas de vidros, previamente
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esterelizadas em que estas foram entdo submetidas a evaporacdo em estufa de
circulacdo de ar com temperatura de 40°C + 5. O extrato seco obtido apds evaporacao
do solvente foi pesado e acondicionado em frasco ambar.

2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM
ESPECTROMETRIA DE MASSA ACOPLADA (CLAE)

A amostra do extrato seco da casca do fruto de Punica granatum Linn foi
solubilizada em uma mistura de agua: metanol (50%) e filtrada em ultrafiltro de
0,45 ym. Uma solucdo de 1 mg/mL do extrato foi analisada por CLAE. Essa
andlise foi realizada utilizando um equipamento Shimadzu, modelo LC-6AD, com
detector de diodo SPD-M20A, coluna de fase reversa C-18 (25 cm x 4,6 mm x 5
mm). Fase movel: 0,1% (v/v) de H3POs4 em agua (A). Fluxo 1 mL/min volume
injetado de 10 pL. Os acidos foram analisados utilizando o equipamento da
Shimadzu modelo LC-6AD, modelo UV-Vis detector SPD-20A, coluna de fase
reversa C-18 Phenomenex Gemini (15 cm x 4,6 mm x 5 mm). Fase movel: 0,1%
(v/v) de H3PO4 em &gua (95%) e de 0,1% (v/v) de H3PO4 em acetonitrila (5%).

Fluxo 1 mL/min e volume injetado de 10 pL.

2.4 SUBMISSAO DO PROJETO AOS PROTOCOLOS DE ETICA COM A
OBTENCAO E MANUTENGAO DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

O presente trabalho foi submetido a principios éticos, para que houvesse a
manipulacdo dos animais a serem estudados de acordo com o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e CEUA (Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Tiradentes (UNIT/ Aracaju/SE), seguindo a rigor todos os
parametros estipulados pelos mesmos. Apos a obtengéo do Parecer Consubsténciado
de Projeto de Pesquisa emitido pelo CEUA da UNIT o estudo foi realizado no Biotério
concomitantemente com o Laboratério de Morfologia e Biologia Estrutural (LMBE),
situado no Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP), na Universidade Tiradentes
(UNIT/SE), com namero de protocolo 021213 adquirido pela submisséo ao CEUA.

2.5 ENSAIO BIOLOGICO

Foram necessérios 60 camundongos Swiss (Mus musculus), machos, adultos,
com massa corporea de 25 + 5g. Os mesmos foram divididos em 05 grupos
randomicamente em gaiolas apropriadas com n=12 cada. Os animais foram mantidos
no Biotério da Universidade Tiradentes, em caixas de polipropileno e grades metalicas
apropriadas com cama de maravalha, trocadas diariamente (Figura 17), em grupos do

mesmo género. A temperatura do local foi regulada de acordo as exigéncias do
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COBEA, variando de 22 °C £ 3 °C e a umidade relativa de 30 % a 70 %. A iluminacao
foi artificial, com uma alternancia de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Os animais
receberam agua ad libitum e dieta padrdo Labina® (Purina, Sao Paulo, Brasil).

FIGURA 17: Acondicionamento e marcacao dos animais experimentais

FONTE: Talita Santos Bastos, 2013 (imagem propria)

Os cinco grupos contendo 12 animais em cada foram separados em: Grupo
Controle Positivo (CTL+), tradados com farmaco padrdao 5-Fluoracil (5FU), Grupo
Controle Negativo (CTL-), tratados com solucdo salina, e 0s grupos experimentais
dividos em Punica granatum (PG) 10, 25 e 50 mg/Kg, tratados respectivamente com
as doses previamente estabelecidas (Tabela 01). Em seguida, os mesmos foram
previamente marcados e submetidos aos procedimentos experimentais com posterior
comparacao terapéutica com a utilizacdo do extrato aquoso da casca do fruto de
Punica granatum Linn nas diferentes concentracdes (10; 25; 50 mg/ Kg) em relacéo
aos grupos controles positivo e negativo. Durante todo o periodo experimental, os
camundongos foram pesados, a fim de registrar as medidas de massa corpérea dos

animais.

TABELA 01. DISTRIBUIGAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DO EXTRATO
AQUOSO DA CASCA DE Punica granatum Linn
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Administracéo
Translocacao das células tumorais terapéutica
Intraperitoneal (IP)

Grupos
n=12

tumor Sarcoma 180 (2 x 10° células/0,5

Controle negativo LT G Salina
6
Controle positivo tumor Sarcoma 180 (2 x 108 células/0,5 5FU
mL/camundongos)
tumor Sarcoma 180 (2 x 108 células/0,5 Extrato aquoso
PG 10 mg/Kg mL/camundongos) (10mg/Kg)
tumor Sarcoma 180 (2 x 10 células/0,5 Extrato aquoso
PG 25 mg/Kg mL/camundongos) (25mg/Kg)
P
PG 50mg/Kg tumor Sarcoma 180 (2 x 108 células/0,5 Extrato aquoso (50
mL/camundongos) mg/Kg)

2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL EM CAMUNDONGOS
TRANSPLANTADOS COM CELULAS TUMORAIS DE SARCOMA 180

2.6.1 PRINCIPIO DO TESTE COM O SARCOMA 180

O Sarcoma 180, também conhecido como tumor de Crocker, € um tumor
indiferenciado descrito pela primeira vez em 1914. Tal tumoragéo foi encontrada na
regido axilar direita em modelo experimental de roedores (camundongos) e
previamente classificado como carcinoma. Devido a proximidade da tumoragdo
desenvolvida na regido subcutanea axilar com o tecido mamario nao foi identificar o
tecido de origem, impossibilitando a confirmacao neoplasica (cutanea ou mamaria).
Por meio de estudos realizados posteriomente notou-se que as células a respito nao
possuiam laminina, descartando desse modo a caracterizacdo como de origem
epitelial. Uma das caracteristicas do sarcoma 180 € a capacidade de invadir tecidos,

tais como muscular esquelético, adiposo, nervoso e vascular (Stewart et al., 1959).

As células tumorais de Sarcoma 180 podem ser transplantadas através de
translocacdo subcuténea, intramuscular e intraperitoneal, apresentando crescimento
rapido em 90 a 100% dos animais submetidos a translocacdo (Zuckerberg, 1973).
Mesmo apresentando um comportamente agressivo local, o0 sarcoma 180 néo é capaz

de produzir metastase (Kurashige & Mitshuashi, 1982).

De acordo com todas as caracteristicas inerentes as células tumorais do
Sarcoma 180, estas tem sido amplamente utilizadas em estudos para avaliar
componentes quimicos, fisicos e bioldgicos, possibilitando a investigacao a respeito do
crescimento, patogénese, citogenética e terapéutica do cancer (Stewart et al., 1959).

Sendo este um requisito relevante para o desenvolvimento da pesquisa em questao.
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2.6.2 OBTENCAO DAS CELULAS TUMORAIS DO SARCOMA 180

Os testes para avaliacdo da atividade antitumoral foram realizados utilizando o
tumor experimental Sarcoma 180 oriundo do Laboratério de Oncologia Experimental
(LOE) da Universidade Federal do Ceara, em que as células tumorais foram mantidas
na cavidade ascitica de camundongos da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

Sendo assim, para a realizacdo do estudo in vivo foram utilizadas células
tumorais malignas de Sarcoma 180 ascites de animais portadores de tumor com dez
dias de implantacdo. Para a extracdo das células do Sarcoma 180 o animal de
manutencdo/ doador foi previamente anestesiado com xilazina e quetamina e em
seguida sacrificado para a realizacdo de coleta do liquido ascitico da cavidade
abdominal, através de puncao ascitica, removendo assim, as células tumorais viaveis
a serem avaliadas no experimento. Posteriomente fez-se o preparo de suspensdo
celular com 5,0 mL de solugdo Ringer lactato e 0,5 mL do liquido ascitico para a

contagem de células viaveis a serem utilizadas no experimento.

2.7 VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO METODO DE EXCLUSAO DO AZUL
DE TRIPAN

O método de exclusdo por meio do azul de Tripan permite quantificar
separadamente as células tumorais vidveis das células tumorais mortas pela
substancia testada, sendo este um corante de contraste para identificacdo de células
vidveis. O corante apresenta a capacidade de penetrar em todas as células, todavia
somente as células viaveis conseguem bombear o corante azul de Tripan para 0 meio
extra-celular, permitindo desta forma observar uma coloracdo azulada nas células

mortas.

A contagem das células tumorais viaveis foi feito através do contraste com Azul
de Tripan em camera de Newbauer (Figura 18) por meio de microscopia éptica a fim

de constatar a contagem das células tumorais viaveis para a pesquisa.

A concentracao de células viaveis foi ajustada em solucdo Ringer lactato para
5x 108 liguido ascitico contendo células tumorais do Sarcoma 180, as quais foram

inoculadas de forma subcitanea na regiao axilar dos animais experimentais.
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FIGURA 18: (A) Tumor Ascitico em animal de manutengéo; (B) Puncéo ascitica das células tumorais em
animal de manutengdo; (C) contagem das células tumorais viaveis do Sarcoma 180 em Microscopia
Optica

FONTE: Talita Santos Bastos, 2013 (imagem propria)

2.8 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Os animais depois de inoculados com tumor Sarcoma 180 (2 x 108 células/0,5
mL/camundongos) por via subcutanea (Bezerra et al., 2006; Bezerra et al., 2008a;
Bezerra et al., 2008b; Zheng et al., 2010; Chen et al., 2010) na regido axilar, foram
submetidos, um dia depois ao tratamento via intraperitoneal (Figura 19) com o extrato
aquoso de Punica granatum Linn (1%) nas doses de 10, 25 e 50 mg/Kg durante sete
dias consecutivos e os demais grupos: controle negativo(CTL-), tratado com solug&o

salina e o grupo controle positivo (CTL+), tratado com farmaco padréo 5FU.
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FIGURA 19: Imobilizagdo do Animal para administracdo do extrato, bem como as substéncias relativas

aos controles (Positivo: 5FU/ Negativo: Salina) Via Intraperitoneal (Ip)

FONTE: Talita Santos Bastos, 2013 (acervo pessoal)

No oitavo dia, um dia apés o final do tratamento, os animais foram submetidos
a coleta das amostras sanguineas sob efeito anestésico, a fim de realizar as andlises
bioguimicas e hematoldgicas. Em seguida, os camundongos foram eutanasiados
através de camara de gas com fluxo continuo com CO; para executar a excisdo dos
tumores, bem como dos 6rgaos de interesse, sendo eles: figado, rins e bacgo, sendo
devidamente pesados em balanca de alta precisdo e analisados macroscopicamente.
Posteriormente os espécimes foram acondicionados em frascos coletores,
previamente identificados, contendo solucédo de formaldeido a 10%, a fim de fixar os
espécimes, mantendo suas propriedades fisica e quimica. Apés 24 horas de fixacdo
dos espécimes excisionados, os mesmos foram processados histopatologicamente.
ApOs a obtencao das laminas com os cortes histologicos fez-se a andlise microscépica
a fim de avaliar o efeito terapéutico do extrato aquoso da casca de Punica granatum
Linn, por meio das caracteristicas histopatologicas do sarcoma 180 observadas nos

tecidos analisados nos animais experimentais.

2.9 PARAMETROS AVALIADOS
2.9.1 MASSA CORPOREA DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

A massa corpérea dos animais foi mensurada a partir do primeiro dia
experimental, uma vez que os animais foram pesados diariamente para avaliar ganho
ou perda de massa corpérea, sendo também observados os possiveis sinais de
anormalidades comportamentais em relacdo a massa corpérea de cada animal

avaliado.
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2.9.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

No oitavo dia foram coletadas amostras sanguinea por meio do plexo orbital
sob efeito anestésico, em que foram utilizados capilares internamente revestidos com
acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), evitando assim a coagulagdo da amostra até
o tubo coletor. Os tubos coletores utilizados foram de recém-nascidos, uma vez que a
quantidade sanguinea se apresenta limitada por se tratar de camundongos. O exame
hematoldgico foi realizado através de automacéo, com o aparelho Pentra 80. Tanto a
série branca como a série vermelha foram avalidas. Na série branca, fez-se a
contagem total e diferencial dos leucocitos enquanto que na série vermelha fez-se a

guantificacdo de hemaceas, hemoglobina e hematdcrito.

2.9.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

A avaliacdo dos parametros bioquimicos foi realizado por meio da amostra
também obtida via plexo orbital, destinadas a investigar as fungdes sobre os tecidos,
nomeadamente renais e hepatico. O sangue venoso coletado foi depositado em tubos
coletores de récem-nascidos a seco. Os parametros bioquimicos mensurados foram

Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT), para avaliagdo

de funcdo hepatica e para avaliagdo renal foi mensurado os marcadores uréiia e
creatinina utilizando-se kits comerciais Labtest. A determinacéo destes parametros foi
realizada por aparelho semi-automatizado Bioplus 200 e automatizado pelo Labmax

240, realizados no Laboratério Central da Universidade Tiradentes.

2.9.4 DETERMINACAO DO EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE Punica
granatum Linn NA EVOLUCAO DA MASSA PONDERAL, VOLUME E TAXA DE
INIBICAO DO CRESCIMENTO DOS TUMORES:

Os tumores foram excisionados e pesados no fim do experimento. A massa
ponderal foi expressa como a massa tumoral aferida por 100 g de massa corpérea dos
camundongos. O volume tumoral foi determinado pelo produto da altura, profundidade
e largura dos tumores, multiplicado pelo fator de correcdo 0,52 e expressa em mm?

(LEE et al., 2003). A taxa de inibi¢cdo tumoral (%) foi calculada pela formula seguinte:
Pl % = [(A - B) A-1] x 100

Na qual:
Pl — Percentual de inibicdo da massa tumoral,

A — Média da massa do tumor do controle negativo;
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B — Média da massa do tumor do grupo em tratamento com PG 10, 25 e 50
mg/Kg;

2.9.5 AVALIACAO ANATOMO-PATOLOGICA E HISTOMORFOLOGICA DOS
ESPECIMES

Baco, figado e rins foram removidos e analisados quanto a sinais de lesdes, mudanca
de cor e hemorragias. A massa relativa dos érgaos foi calculada pela equacao a seguir: MR =

(massa do 6rgao x 100) / massa do animal.

Posteriormente, as amostras dos 6rgaos e tumores removidos foram armazenados em
solucdo de formaldeido 10% tamponado. Decorridas 24h da fixagdo dos espécimes, estes
foram submetidos ao processamento histoldégico de rotina laboratorial para obtencdo das
seccoes histologicas a serem avaliadas em microscopia optica. As [aminas foram analisadas e
documentadas em fotomicroscopio OLYMPUS CX31 (Figura 20). Para registro dos cortes,
campos histolégicos especificos de cada tecido foram fotografados e documentados para

posterior analise dos achados histopatoldgico.

2.10 DETECCAO DE CELULAS APOPTOTICAS ATRAVES DA TECNICA DE
TUNEL (Terminal deoxinucleotidil transferase Uracil Nick End Labeling)
Seccles histologicas de 5 um de espessura foram incubadas em in situ cell
death detection kit, POD (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), de acordo com o
seguinte protocolo:.
e Desparafinacéo dos cortes em solucéo xilol (em 3 banhos de 3 min cada)
e Lavagem em alcool absoluto (2 banhos de 3 min)
e Lavagem em alcool 70%, 80% e 70% (1 banho por 3 min cada)
e Lavagem com agua destilada (1 banho de 3 min)
e Lavagem em PBS (2 banhos de 3 min)
e Recuperacao antigénica com Citrato de Sodio (10 min em microondas)
e Bloqueio da peroxidase endégena com peroxido de hidrogénioa 3% + alcool
metilico (10 min em camara escura)
e Lavagem em Solucéo PBS (2 banhos de 3 min)
e Secagem das laminas com papel toalha com isolamento dos cortes com caneta
hidrofébica
e Incubagdo com solucéo etiqueta (fluoresceina — dUTP) em camara Umida
escura 37°C--100uL (1 hora)

e Secagem das laminas em papel toalha
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e Lavagem em Solucdo PBS (3 banhos de 3 min)

e Secagem das laminas em papel toalha

e Incubagdo com anticorpo anti-fluoresceina-POD (cAmara Umida escura 37°C --
50pL) durante 30 min

e Secagem das laminas em papel toalha

e Lavagem em Solucdo PBS (3 banhos de 5min cada)

e Incubacdo com solucdo cromogena reveladora DAB (camara Umida escura
(150uL ) com adicdo de 1,2 uL de peréxido de hidrogénio para ativacdo do
cromogeno (1min)

¢ Lavagem em agua destilada

e Contracoloragdo com Hematoxilina de Harris (1 min)

e Lavagem em agua destilada (2 banhos de 3 min)

e Desidratacdo em alcool 70, 80 e 90% e absoluto ( 1 banho de 3 min cada)

e Diafinizacdo em xilol I e 1l (1 banho de 3 min cada)

e Montagem em permount

As medidas quantitativas foram expressas em porcentagem de células
apoptoticas contadas em objetivas de maior aumento (40x). Areas tumorais necroticas
ou com intenso infiltrado inflamatdrio foram evitadas. Areas periféricas, respeitando os

limites tumorais, foram priorizadas na analise.

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + Erro Padrdo da média (E.P.M).
Para comparagfes multiplas dos dados foi utilizada analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey utilizando o programa Prisma (GraphPad Software,
Intuitive Software for Science, San Diego, CA).
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3. RESULTADOS
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3.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM ESPECTOMETRIA
DE MASSA ACOPLADA (CLAE/MS)

A cromatografia é considerada uma das técnicas de maior eficiéncia de maximizagéo
do rendimento dos fendis totais, tanto das atividades biomoleculares como dos compostos
guimicos presentes nos produtos naturais. Na andlise cromatogréfica do extrato aquoso da
casca do fruto de Punica granatum Linn (Figura 21) foram identificados os compostos tanicos
majoritarios: acido galico, punicalagina a, punicalagina B e acido elagico, em conformidade

COm 0S picos presentes no cromatograma.

3

I

Figura 20: Cromatografia Liquida De Alta Eficiéncia (CLAE) do Extrato Aquoso da casca de Punica granatum
Linn. (1) Acido Gdlico; (2) Punicalagina a; (3) Punicalagiana 3 e (4) Acido Elagico.

FONTE: Fernandes (2012).

A concentracdo do acido gdlico no extrato analisado foi de 32,24 mg/g e do acido
elagico foi 41,67 mg/g. As punicalaginas (punicalagina a e punicalagina ) foram

identificadas, todavia ndo foram passiveis de determinacao quantitativa.

3. 2 ANALISE DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO EXTRATO AQUOSO DA Punica
granatum Linn

Como pode ser demosntrado na Figura 21A/B, a massa e os volumes tumorais dos
animais tratados com 5-FU foi significativamente menor do que os do grupo tratados somente
com solucéo salina (p<0.001). Similarmente, a administracéo intraperitoneal do EAPG (10, 25
e 50 mg/Kg) também reduziu significativamente a massa e o volume dos tumores avaliados
(p<0.001). A reducdo da massa e do volume dos tumores nos grupos tratados com o EAPG
nas doses de 10 e 50 mg/Kg foi estatisticamente semelhante ao grupo tratado com o
quimioterapico padrdo, 5-FU (p>0.05). Entretanto ndo houve diferenca significativa dessas
duas variaveis entre 0s grupos trados com o extrato aquoso, em que todos foram capazes de

diminuir o tamanho tumoral (p>0.05). Nao houve diferenga significativa quanto a taxa de
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inibicdo do crescimento tumoral observadas entre os grupos tradados com o 5-FU e os grupos
tratados com EAPG 10 mg/Kg e 50 mg/Kg (p>0.05) (Figura 21C). Todavia, a taxa de inibicdo
do crescimento tumoral induzida no grupo tratado com o EAPG na dose de 25 mg/Kg foi
significativamente mais baixa do que o 5-FU (p<0.05). Sendo assim os dados referentes ao
peso tumoral e a Taxa de Inibicdo de Crescimento tumoral (TxIC) revela que o tratamento
efetuado com o EAPG frente ao Sarcoma 180 néo foi dose-dependente.
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Figura 21. (A) Determinagdo da massa média e (B) do volume médio dos tumores nos diferentes grupos
analisados. (C) Determinacdo da Taxa de Inibigdo do Crescimento Tumoral analisados nos grupos (em
relagdo a massa tumoral do grupo tratado com salina). Os dados foram expressos como média + Erro
padrdo da média (EPM). *** Diferenca significativamente estatistica (p<0.001) em comparagdo com o
grupo tratado com salina; # Diferenca significamente estatistica (p<0.05) em comparagdo ao grupo tratado
com 5-FU; * Diferenca significativamente estatistica (p<0.05) em compara¢do com grupo tratado com 5-
FU (ANOVA e Teste de Tukey).

A analise post-mortem dos tumores revelou similaridade histopatoldgica entre
os grupos (Figura 22). O tecido tumoral foi caracterizado por neoplasia composta por
células poligonais pequenas e ovoides compactamente organizadas em algumas
areas e frouxamente dispostas em outras. As células tumorais frequentemente
invadiam |6bulos de tecido adiposo, assim como o0 musculo estriado esquelético.
Muitas das células tumorais exibiam citoplasma fortemente eosinofilico e nudcleos
hipercromaticos e moderadamente pleomarficos, embora algumas vezes a cromatina
nuclear se apresentasse finamente dispersa, com nucléolos proeminentes. Figuras

tipicas e atipicas de mitose foram frequentemente observadas no parénquima
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neoplasico (2-3 mitoses/campo histoldégico/400x). Além disso, foram observadas
extensas areas de necrose coagulativa, bem como moderado infiltrado inflamatério
constituido por linfécitos e neutréfilos. Invaséo vascular e perineural, ainda que raras,
foram encontradas em todos os grupos avaliados, independente do tratamento

aplicado aos animais.

Figura 22. Fotomicrografias de seccdes histolégicas do Sarcoma 180 coradas com Hematoxilina\Eosina.
(A) Células tumorais de Sarcoma 180 (cs180) proliferacdo abaixo da epiderme (ep, seta dupla
popntilhada), invadindo a derme subjacente (drm, seta dupla sélida). (B) Invasédo e dissociagédo nos feixes
de fibras musculares esqueléticas por células tumorais (msc). (C) Células tumorais (cs180) invadindo o
tecido adiposo hipodérmico (d), e cauasando focos de necrose coagulativa tissular (ne). (D) Extensas
areas de necrose coagulativa (ne) limitada por células tumorais viaveis (*). (E) Detalhe do parénquima
tumoral exibindo pleomorfismo celular e hipercromatismo nuclear. (F1 e F2) Figuras de mitose tipica e
(F3E F4) e atipica (HE, A - D, x 100, E - F, x 800).

Neste estudo, a morte celular por apoptose foi detectada usando a marcagéo
para TUNEL (Terminal Deoxyuridine Nick-End Labeling). A marcacdo positive foi
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identificada por meio da coloragdo marrom evidenciada no nucleo celular (Figura 24).
O numero de células TUNEL-positivas variou consideravelmente em todos 0s grupos
avaliados (Figura 24), mas o percentual médio de células TUNEL-positivas foi
significativamente maior nos grupos tratados com 5-FU (p<0.01) e EAPG nas doses
de 10 mg/Kg (p<0.01), 25 mg/Kg (p<0.01) e 50 mg/Kg (p<0.001). Nao houve diferenca
significativa entre o grupo tratado como o quimioterapico padrdo 5-FU e as trés doses

administradas com o EAPG, nem entre essas Ultimas.

Figura 23. Marcacao das células apopt6ticas in situ através do método TUNEL em secc¢des histoldgicas
impregnadas em parafina de S-180 tratados com Salina, 5-FU e EAPG nas doses de 10, 25 e 50 mg/Kg.
Células tumorais apoptéticas TUNEL-positivas apresentam coloragdo nuclear marrom escura. Observe a
marcacdo bastante evidente nos grupos tratados com quimioterapico padrdo 5-FU e com o EAPG em
relacéo ao grupo tratado com salina (ampliag&o original de 800 x).
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Figura 24. Avaliacdo do percentual médio de células tumorais marcadas positivamente pelo TUNEL. Os
dados foram expressos em média + Erro Padrdo da Média (EPM). Diferencas estatisticamente
significativas entre os valores foram expressos como *(p<0.05), ** (p<0.01) e ** (p<0.001) em
comparagdo com o grupo tratado com a salina (ANOVA e Teste de Tukey).
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3.3 ANALISE DOS EFEITOS ADVERSOS CAUSADOS NA ADMINISTRACAO DO
EXTRATO AQUQOSO DA Punica granatum Linn (EAPG)

A Figura 25A mostra a massa corpérea média dos animais no incio e no fim do
experimento. Nao foram observadas mudancas significantes na massa dos animais
estudados no inicio do experimento (p>0.05). Todavia, no 8° dia a massa dos animais
tratados com 5-FU foi significativamente menor do que nos demais grupos (p<0.05).
Além disso, como demonstrado na Figura 25B, o percentual médio da perda de
massa (em relagdo a massa inicial) foi significativament maior no grupo tratado com o

5-FU do que nos outros grupos (p<0.05).
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Figura 25. (A) Avaliacdo inicial e final da massa corpérea dos animais e (B) indice de perda de massa
dos animais nos diferentes grupos ao longo do periodo experimental. Os dados foram expressos em
média + Erro Padrdo da Média (EPM). * Diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) em comparacao
como o grupo tratado com Salina (ANOVA Teste de Tukey).

A Tabela 02 apresenta os resultados dos parédmetros bioquimicos avaliados
neste estudo. Os niveis séricos de Aspartato Aminotransferasa (ALT) se apresentaram
significativamente aumentados no grupo tratado com 50 mg/Kg do EAPG em
comparacdo ao grupo tratado com a salina (p<0.001). Os niveis de Creatinina se
mostraram significativamente aumentados nos grupos trados com EAPG nas doses de
25 mg/Kg (p<0.001) e 50 mg/Kg (p<0.01), bem como no grupo tratado com 5-FU
(p<0.05), em comparacdo com o grupo tratado com a salina. Apesar das diferencas
significativas encontradas nos grupos analisados, os valores se encontravam dentro
do intervalo de normalidade estabelecido pelo Banco de Dados de Apoio a Pesquisa

Experimental do Biotério da Universidade Tiradentes.
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Tabela 02. Efeito do extrato aquoso da Punica granatum Linn (EAPG) sobre os
pardmetros bioquimicos dos animais transplantados com o Sarcoma 180.

Tratamento Dose ALT AST Ureia Creatinina
(mg/kg/day) U/ un (mg/dL) (mg/dL)
Salina - 37,2+ 2,1 217,4+134 465+3,0 0,41 £ 0,03
10 42,8+ 2,2 228,5+ 10,3 54,4+44 0,36 £ 0,05
EAPG 25 43,7+ 4,3 219,7+11,8 37,9+ 34 0,12+ 0,02%*
50 56,8 + 6,4* 276,2+ 31,7 43,0+3,3 0,23%+0,07*
5-FU 25 30,5+5,3 201,0+9,3 34,3+4,2 0,32 £ 0,01*
Valores de - 17,0-77,0 54,0-2980 42,0-61,0 0,10-0,90

Referencia*

Os valores foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM). As diferencas significativas
entre os valores foram expressos como *(p<0.05), ** (p<0.01) e *** (p<0.001) em comparagdo ao grupo
tratado com salina (ANOVA e Teste de Tukey). * Valores obtidos a partir do Banco de Dados de Apoio A
Pesquisa Experimental do Biotério da Universidade Tiradentes.

A andlise dos parametros hematolégicos ndo revelou mudancas significativas
nos dados pertinentes ao eritrograma, como demonstra a Tabela 03 (p>0,05).
Entretanto, conforme explicitado na Tabela 04, o grupo tratado com o 5-FU
apresentou diminuicdo significativa na contagem total dos leucécitos (p<0,01) e na
contagem diferencial (relativa) de neutréfilos (p<0,001). Também foi observado um
aumento relative na contagem diferencial de eosindfilos (p<0,001). Contrariamente, a
administracdo do EAPG induziu aumento na contagem diferencial de neutréfilos nas
trés doses administradas, 10mg/Kg (p<0,05), 25 mg/Kg (P<0,001) e 50 mg/Kg

(p<0,05), sem contudo levar a uma leucocitose expressiva.

Tabela 03. Efeito do Extrato agquoso da Punica granatum Linn (EAPG) sobre os
parametros eritrocitarios dos animais transplantados com o Sarcoma 180.

Drug Dose Eritrocitos Totais  Hemoglobina Hematdécrito
(mg/kg/day) (x 10°) (g/dL) (%)
Salina - 9,08 +£0,18 12,99 + 0,32 40,58 + 0,68
10 9,78 £ 0,15 14,24 £ 0,23 44,03 £ 0,63
EAPG 25 8,57 + 0,66 12,74 £ 0,95 39,46 + 2,91
50 9,25+ 0,25 12,94+ 0,41 40,42 + 1,09
5-FU 25 8,30 £ 0,56 11,19+0,81 34,80 + 2,55
R\e/;‘TLeer;ie - 6,36 — 9,82 10,2 - 16,6 39 - 49

Os valores foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM). Nao houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos avaliados (ANOVA e Teste de Tukey). #Valores obtidos a partir do Banco de
Dados de Apoio A Pesquisa Experimental do Biotério da Universidade Tiradentes.
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Tabela 04 - Efeito do extrato aquoso da Punica granatum Linn (EAPG) nos
parametros hematoldgicos- Leucograma coletados via plexo orbital nos animais

translocados com Sarcoma 180.

Trata  Dose Le_llJ_CéqitOS Contagem Diferencial de Leucocitos (%)
otais
mento  (mg/kg) (103 cells/mL)  Neutr6filos  Linfécitos ~ Mondcitos  Eosindfilos
Salina - 7.8+0.6 257+ 2.0 63.2 +4.8 2.3+0.4 3.3+£0.7
10 9.6+0.9 37.9+3.1* 56.1+3.2 26+0.4 3.3+0.8
EAPG o5 9.9+ 1.0 482+58"  558+36  4.3+0.8* 28+0.4
50 8.1+0.7 32.4 +2.4* 59.1 + 3.3 2.8+0.4 58+14
5-FU 25 2.1 £ 0.3*** 8.8 + 1.4** 70.4+4.8 24+0.5 9.9 £ 1.6***
Valores de
6-15 10 -40 55-95 1-4 0-4

Referencia®

Os resultados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM). As diferengas estatisticas
entre os valores foram expressos como *(p<0.05), ** (p<0.01) e *** (p<0.001) em comparagcdo ao grupo
tratado como salina (ANOVA e Teste Tukey). #*Valores obtidos a partir do Banco de Dados de Apoio A
Pesquisa Experimental do Biotério da Universidade Tiradentes.

O exame histologico dos 6rgaos excisionados post-mortem revelou que o

figado e o baco dos animais tratados com 5-FU mostrou areas de superficie opacas

em comparagdo com os demais grupos, mas em relacdo ao formato e consisténcia

ndo houve diferenca entre os grupos analisados. Além disso, o grupo tratdo com o 5-

FU apresentou reducdo de peso meédio dos bagos em relagdo ao grupo tratado com

salina (p<0,05), mas este efeito adverso nao foi evidenciado nos grupos tratados com

EAPG (p>0,05) (Table O05).

A analise histolégica revelou que a aparéncia

morfoarquitetural e citolégica dos tecidos dos 6rgaos avaliados ndo apresentou

alteracdes dignas de nota. (Figura 26), excetuando o bago dos animais tratados com

5-FU, os quais apresentaram marcante atrofia da polpa branca (Figura 27).

Tabela 05. Efeito do extrato aquoso da Punica granatum Linn (EAPG) sobre a massa
média dos érgdos dos animais transplantado com Sarcoma 180.

Tratamenta Dose Orgaos (g/100 g d.e massa corpoérea)
(mg/kg) Figado Rins Baco
salina - 4,86 + 0,18 1,22 + 0,04 0,43 + 0,05
10 4,25+ 0,18 1,22 + 0,03 0,39 + 0,06
AEPG 25 5,01 + 0,28 1,39 + 0,08 0,49 + 0,08
50 4,62 + 0,42 1,38+ 0,04 0,43 + 0,03
5-FU 25 4,45 + 0,55 1,36 + 0,04 0,30 + 0,04**

Os dados foram expresos como média + erro padrdo da média (EPM). Diferengas significativas entre os
valores foram expresas como ** (p<0.01) em comparagdo com 0 grupo tratado com salina (ANOVA e

Teste de Tukey).
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Figura 26. Fomicrografia do (A) figado e (B) rins revelando a aparéncia arquitetural e citolégica nos
tecidos analisados sem maiores alteragdes em todos os grupos avaliados (HE, ampliagéo de 400 x).

Figura 27. Fotomicrografia de tecido esplénico. Polpa branca (pb) apresentando atrofia siginificativa no
grupo tratado com 5-FU, mas mantendo o aspect arquitetural habitual nos demais grupos analisados
(Salina, EAPG 10, 25 e 50 mg\Kg), Polpa vermelha (pv) se mostrou normal e semelhante em todos os
grupos(HE, ampliacdo de 100 x).
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4. DISCUSSAO
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O tratamento antineoplasico convencionalmente aplicado aos tumores
malignos nos dias atuais, a exemplo da quimioterapia, apresenta fortes efeitos
adversos, decorrente da acao inespecifica desses farmacos, que causam danos tanto
as células cancerosas quanto as células sadias do paciente, comprometendo a
funcionalidade de tecidos normais saudaveis. Dentre os citados efeitos adversos
destaca-se a hipoplasia medular de moderada a severa, esta Ultima determinando
marcante quadro de imunossupressdo e consequente aumento substancial da
susceptibilidade a infecgbes secundarias (Ismael et al., 2008). Desta forma, torna-se
cada vez mais necessaria a busca por novos constituintes bioativos mais seletivos
e/ou menos agressivos ao organismo, visando minimizar os efeitos colatetais

ocasionados pela quimioterapia.

Tem sido demonstrado que a prospeccdo de produtos naturais representa uma
das mais eficazes estratégias de descoberta de novos compostos bioativos com
potencial aplicacdo na terapia anticAncer (Ortholand & Ganesan, 2004). De fato, cerca
de 60% dos farmacos correntemente utilizados na terapia antineoplasica foram
isolados de plantas ou derivados de fontes naturais (Newman & Cragg, 2007), o que
apoia e justifica a prospecg¢do continuada desses recursos naturais em busca de

novas alternativas para o tratamento e controle do cancer.

Diante do exposto se faz necessario o desenvolvimento da geracao de agentes
apresentando melhoria nas suas caracteristicas, tais como aumento da eficicia e
estabilidade, melhoria nas propriedades farmacocinéticas, bem como a diminuicao dos

efeitos colaterais e adversos (Ortholand & Ganesan, 2004).

Estudos tem demonstrado que 0s compostos quimicos encontrados na Punica
granatum Linn apresentam atividade biolégica antitumoral que poderiam servir de base
para criagdo de novos farmacos quimioterapicos (Garret & Worman, 1999; Wilson &
Danishefsky, 2007). Desta forma, para analisar o potencial antitumoral do extrato
aquoso da casca de Punica granatum Linn foi utilizado modelo experimental de

transplantacdo de Sarcoma 180 em camundongos Swiss.

O Sarcoma 180 (S-180) é um tumor maligno murino de baixo potencial
metastatico que representa uma das linhagens mais freqlientemente utilizadas em
pesquisas de atividade antitumoral em modelo experimental com roedores (Hodnett et
al., 1983; Wang et al., 1992; Araujo, 2012). O tumor experimental S-180 foi descoberto
em 1914 no Crocker Laboratory (Columbia Univrsity, New York), é originalmente um
tumor sélido, surgido espontaneamente na regido axilar de camundongos, e foi

inicialmente classificado como carcinoma mamario. Apds varios transplantes
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subcutaneos, assumiu a forma sarcomatosa. As células tumorais do Sarcoma 180 s&o
mantidas na forma ascitica em camundongos swiss a cada 10 dias, sendo estes 0s
animais de manutenc¢do. Atualmente, o Sarcoma 180 € uma linhagem celular ATCC
(American Type Culture Colection) na qual € transplantada através de inoculacao
subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal apresentando potencial de crescimento
rapido em 90 a 100% dos animais inoculados. Sendo assim, o uso do modelo
experimental utilizando células tumorais como aquelas derivadas do Sarcom 180 tem
sido um O6timo modelo, uma vez que este se apresenta eficiente, com fase de
promocao rapida quando comparados com outros modelos experimentais
tumorigénicos. Em geral, as neoplasias sdo resultantes de multiplos eventos
genéticos, em que sd0 necessarias varias mutagdes para que ocorra a transformagéo

da célula cancerosa (Oliveira- Junior et al., 2005).

Uma vez transplantado, o S-180 forma um tumor solido, de crescimento
bastante rapido, em 90 a 100% dos animais experimentais, atingindo o tamanho de
aproximadamente 18 mm em seu maior didametro em sete dias (Barba, 2010). Esses
dados corroboram aqueles obtidos no presente estudo, uma vez que 0s tumores

transplantados apresentaram comportamento similar em todos 0s grupos.

No presente estudo, a utilizacdo de solucdo salina, um veiculo inerte, foi
adotada como controle negativo, e 5-Fluoracil (5-FU), um quimioterdpico com
reconhecida acéo antitumoral foi preconizada por outros estudos (Schwartz et al.,
1995; Longley et al., 2003). O tratamento com 5-FU (CTL+) reduziu significativamente
a massa média dos tumores transplantados, em comparagdo com aqueles tratados
apenas com solugéo salina (CTL-). O mecanismo de ag¢do deste composto quimico
parece estar relacionado a inibicdo da Timidilato Sintase (TS), uma enzima
fundamental para sintese das pirimidinas, pelo 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato
(dUMP), incorporacdo de 5-fluoro-5-trifosfato (FUTP) ao RNA e incorporacdo de 5-
fluoro-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato (FAUTP) ao DNA celular. Esses fendmenos parecem
induzir a reducdo da sintese e reparo do DNA, promovendo morte da célula-alvo
(Barba, 2010).

As trés doses do extrato aquoso da casca de Punica granatum Linn testadas
neste experimento promoveram reducdo significativa da massa tumoral média apos
sete dias de transplantacdo de células do sarcoma 180 em comparacdo com O
tratamento apenas com solucéo salina, mas esta resposta ndo foi dose-dependente.
Além disso, observou-se que a taxa de inibicdo do crescimento tumoral nas doses de

10 e 50 mg/Kg foram estatisticamente comparaveis aquelas obtidas usando o
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quimiotergpico padrdo (5-FU). Estes dados sugerem um elevado potencial de
atividade antitumoral para o extrato aquoso da casca da Punica granatum Linn.
Apoiando estes achados, Oliveira et al. (2010) observaram a atividade antitumoral do
extrato etandlico, cuja polaridade do solvente extrator, o etanol, é préxima a da agua,
solvente utilizado neste estudo, de outras partes da Punica granatum Linn, como fruto
e sementes, em ensaios biolégicos in vivo utilizando Tumor Ascitico de Ehrlich.
Adicionalmente, Motaal & Shaker (2011) também observaram importante atividade
antitumoral in vitro de extratos polares da casca da roméa sobre linhagens ATCC MCF-
7 e HCT-116 c, derivadas de carcinoma humano de mama e célon, respectivamente, e
atribuem esta atividade biolégica a presenca de consideravel concentracdo de
compostos tanicos como acido gélico e elagico nos extratos. Estes ultimos dados
também parecem suportar 0s resultados obtidos no presente estudo, ja que o acido
galico e elagico foram compostos quimicos majoritarios do extrato aquoso de Punica
granatum (EAPG).

Os mecanismos fisiopatoldgicos associados a atividade antitumoral de extratos
de Punica granatum Linn obtidos com solventes mais polares ainda ndo estdo
claramente elucidados. Vérios trabalhos que estudaram a acdo da Punica granatum
Linn sobre diferentes indicadores de atividade antitumoral observaram que tanto
fracdes lipidicas quanto aquosas dos extratos parecem apresentar potencial pro-
apoptotico seletivo contra diferentes linhagens de células cancerigenas (Kim et al.,
2002; Albrecht et al., 2004; Johar et al., 2004; Seeram et al.,, 2005; Lansky &
Newmann, 2007). Neste sentido, Sehper et al. (2012) demonstraram que 0 extrato
etandlico da casca da Punica granatum Linn induzia a morte celular programada em
células ATCC PC3 de carcinoma prostatico por meio de quantificacdo da producéo de
nucleosomos durante a desnaturacdo nuclear de células apoptéticas. Jayakumar et al.
(2012) também evidenciaram a acdo citotoxica apoptose-induzida do extrato
metandlico de Punica granatum sobre células ATCC A549 derivadas de carcinoma
pulmonar humano por meio da andlise quantitativa da fragmentacdo do DNA das
células tumorais. Portanto, a literatura parece apontar que os componentes de extratos
polares de Punica granatum poderiam desempenhar um papel importante na inducéo

de apoptose de células tumorais in vitro e in vivo.

De acordo com Elmore, (2007), apoptose é o processo refinadamente
controlado de morte celular programada disparada por vias de sinalizacao bioquimica
intrinsecas. Os mecanismos de apoptose envolvem uma cascata de eventos
moleculares dependentes de energia (ATP-dependentes) que inclui a ativacdo de

proteases de cisteina como a ECI (enzima conversora de IL-1p3), ativagdo de segundos
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mensageiros dependentes da interacdo Fas-Fas ligante, distarbios da progressédo do
ciclo celular, estresse celular, ativacdo de genes da familia bcl-2 e a¢éo da proteina
oncossupressora p53. Todas essas vias conduzem a eventos bioquimicos comuns,
caracterizado pela clivagem da caspase-3, resultando em degradacdo do
citoesqueleto celular e proteinas nucleares, fragmentagcédo do DNA, ligagcéo cruzada de
proteinas, inversdo (blebbing) de membrana e formacdo de corpos apoptéticos e,
finalmente, expressdo de receptores para células fagocitarias levando a fagocitose

sem inflamac¢é&o secundaria.

Desta forma, para avaliar a participagdo da via apoptética na atividade
antitumoral exercida pelo EAPG, o indice apoptético foi mensurado por meio da
marcacao terminal de fragmentos de DNA nuclear (técnica do TUNEL). Foi observado
que o tratamento com EAPG promoveu aumento significativo do percentual de células
TUNEL-positivas quando comparado ao grupo Salina. Este aumento foi similar aquele
evidenciado no grupo tratado com 5-FU. Esses dados sugerem fortemente que o efeito
antitumoral promovido pelo extrato esta associado a maioires indices de morte celular
induzida por apoptose. E posivel que os compostos tanicos majoritarios presentes no
EAPG, tais como &cido elagico e gdlico, estejam crucialmente envolvidos nos
mecanismos responsaveis pelos efeitos pré-apoptoéticos. Sustentando esta hipétese,
tem sido demonstrado que o &cido eldgico é capaz de estimular a apoptose em
linhagens celulares de carcinoma pancreéatico humano pouco e moderadamente
diferenmciadas (MIAPaCa-2 e PANC-1, respectivamente), em resposta a inibicdo
seletiva da transcricdo do fator NF-«xf3. Esta inibicdo leva a ativagdo da via pro-
apoptética mitocondrial com liberacdo do citocromo C e consequente ativacdo da
cascata de caspases (Edderkaoui et al. 2008). Além disso, também foi relatado que o
acido galico induz apoptose em linhagens de células HL-60 derivadas de leucemia
promielocitica humana (Yeh et al, 2011), bem como de células A375.S2 derivadas de
melanoma humano (Lo et al., 2010) por meio de vias dependentes de caspases.
Contudo, estudos posterioires ainda sdo necessarios a fim de desvendar os
mecanismos especificos associados ao efeito pro-apoptoético do EAPG sobre células

tumorais.

Um dos maiores desafios relatives ao sucesso da quimiterapia contra o cancer
reside na eliminacdo ou minimizacédo dos efeitos colaterias e/ou adversos das drogas
utilizadas correntemente. Corroborando relatos prévios efetuados por El-Sayyad et al.,
(2009) e Gonzaga et al. (2009), o tratamento com 5-FU promoveu, no presente estudo,
uma gama de efeitos colaterais/adversos indesejaveis, como perda de massa

corporea, mielossupresséo severa e atrofia esplénica. Por outra 6tica, os resultados
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deste trabalho também demonstram que a administracdo de EAPG nao provocou
alteracdes significativas na contagem de leucdcitos totais, indicando auséncia de
efeitos imunossupressivos direto nos leucécitos do sangue periférico. De fato, o EAPG
chegou a promover discreta, mas significativa, neutrofilia relativa, sugerindo que o
extrato possa apresentar um potencial papel estimulatério da resposta imune. No
entanto, como os valores relativos deste leucécitos ainda se enquadravam dentro do
intervalo de normalidade, essa sugestdo deve ser encarada com parcimbnia, de modo
que mais estudos sdo necessdrios para que se possa investigar adequadamente a

natureza desses resultados.

A analise dos parametros bioquimicos também fornece um panorama
interessante. Embora algumas diferencas significativas tenham sido observadas nos
marcadores de funcdo hepética (AST e ALT) e renal (creatinia e uréia) nos grupos
tratados com EAPG, em relagédo ao grupo tratado com salina, todos os valores séricos
obtidos neste estudo permaneceram dentro do intervalo de normalidade. Tais achados
parecem sugerir que essas diferencas, ainda que significativas, poderiam representar
resultados estatisticos espurios e, portanto, sem relevancia clinica. A andlise da
massa média, aspecto macroscopico e caracteristicas histopatolégicas dos rins e
figados desses animais, indicando achados notoriamente dentro dos padrbes de
normalidade anatomopatolégicos e similares aos encontados no grupo tratado com
Salina, parecem corroborar a hipotese de que as alteragbes encontradas nos
marcadores bioquimicos possam constituir apenas variacdes de fisiologicas néo
representantes de dano funcional real dos 6Orgaos. Desta forma, uma vez que,
segundo Vidal et al.(2003), esses parametros hematoldgicos, bioquimicos e
anatomopatolégicos podem ser usados para determinar evidencias de toxicidade em
extratos de Punica granatum Linn, os dados obtidos nesse estudo sdo sugestivos de
gue, nas doses estudadas, o uso extrato aquoso de Punica granatum Linn é

toxicologicamente seguro.

Desta forma os dados obtidos neste estudo sugerem que a administracao
intraperitoneal do extrato aquoso de Punica granatum Linn apresentou atividade
antitumoral em modelo experimental de sarcoma 180 em camundongos comparavel
aquela exercida pelo 5-FU (quimioterapico padrdo). Além disso, o tratamento com o
extrato ndo promoveu efeitos adversos tipicos do quimioterapico, como perda de peso
e leucopenia. No entanto, estudos posteriores ainda sdo necessarios a fim de elucidar

0s mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis por esta atividade biolégica.
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5. CONCLUSAO
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Diante dos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel concluir que:

O extrato aquoso de Punica granatum L. apresenta, entre seus compostos
majoritarios, o acido galico e elagico e a punicalagina a e B.

A administracdo intraperitoneal do extrato aquoso de Punica granatum L.
promoveu inibicdo do crescimento tumoral comparavel ao quimioterapico
padréo (5-FU).

N&o foi observada relagdo de dependéncia entre dose e eficacia da atividade
inibitéria do crescimento tumoral.

A administragcdo do extrato aquoso de Punica granatum L. nas trés doses néo
promoveu efeitos adversos/colaterias evidenciados com o0 uso do
quimioterapico padrao.

A dose efetiva antitumoral foi a de 10 mg/mg do extrato aquoso de Punica

granatum Linn
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Abstract

Background: Aqueous extracts of Punica granatum (AEPG) have shown an important
antitumor activity. In this work we investigated the antitumor effect of AEPG using
transplanted mouse sarcoma-180 cells and evaluated the apoptosis induction. The
biochemical effect and toxicity on healthy tissues of AEPG were also investigated and
compared to 5-fluorouracil performance and side effects data.

Methods: The extract was analyzed by HPLC-MS. Sarcoma 180 cells were
transplanted to 60 mice, which were treated with AEPG 10, 25 and 50 mg/kg (n=12
each), saline (n=12) and 5-fluorouracil 25 mg/kg (n=12) during 7 days. The animals
were euthanized at day 8 and the body, organs and tumor weights were recorded.
Biochemical and hematologic analyses were carried out. Tumors were excised and
analyzed by histological techniques, and in situ apoptosis rates were assessed using
TUNEL staining. Morphological study of the organs was also performed to assess
possible the toxicological effects.

Results: Ellagitannins were identified as major compounds, with high contents of gallic
acid (32.24 mg.g?) and ellagic acid (41.67 mg.g?). AEPG and 5-Fluorouracil induced
significant inhibition of tumor growth when compared to saline (p<0.05). The
percentage of apoptotic cells was significantly increased in 5-Fluorouracil (p<0.01) and
AEPG-treated groups (p<0.01). No significant difference was observed between 5-
Fluorouracil and the three doses of AEPG. 5-Fluorouracil induced toxicity effects, such
as decrease of body weight, splenic atrophy and leucopenia, but these effects were not
evidenced in AEPG-treated groups.

Conclusions: Our results provided evidence that AEPG presents antitumor effects in
murine model comparable to 5-Fluorouracil, likely resulting of increased apoptotic rate,
but with no remarkable side effects presented by the chemotherapeutic currently used.

Key-words: Punica granatum Linn, sarcoma-180, cancer, chemotherapy
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1.

Introduction:

Punica granatum is a deciduous tree belonging to family Punicaceae and
contains hydrolysable tannins as major active chemical constituents, i.e. punicalagin,
punicalin, gallic acid, ellagic acid and ellagic acid derivative (Gil et al., 2000). There is a
wide literature about bioactive compounds from this fruit (pomegranate), showing
important biological activities, such as healing (Hayouni et al., 2011), antimicrobial
(Abdollahzadeh et al., 2011), chemopreventive (Bishayee et al., 2011), and antitumor
(Motal and Shaker, 2011).

Cancer is a disease that involves environmental, chemical, physical, metabaolic,
and genetic factors. Several studies demonstrated that natural compounds (including
tannins) have a wide variety of biological functions which are mainly related to
modulation of carcinogenesis and anti-proliferative effect, such as, antioxidant and pro-
apoptotic activities (Dikmen et al., 2011). Furthermore, these compounds present
safety, low toxicity, and general acceptance (Fresco et al., 2006).

Apoptosis plays an important role in elimination of tumor cells by
chemotherapeutic agents (Thompson, 1995; Galati et al., 2000). According to Dai and

Mumper (2010), apoptosis-inducing compounds are expected to be ideal anticancer
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drugs due to promoting DNA damage in tumor cells, which ones are rapidly recognized
by macrophages and removed without inducing inflammatory response.

In vitro studies had already described positive results of treatment with P.
granatum extract by apoptosis-induced death on many cell lines, such as, colon cells -
SW620, HT-29, and HCT-116 (Seeram et al., 2005; Joseph et al., 2013), prostate cells-
PC3 (Lansky et al., 2005; Sineh Sepehr et al., 2012) lung cells - A549 (Sangeetha et
al., 2012), breast cells - MCF-7 (Joseph et al., 2011), and K-562 leukemia cells
(Oliveira et al., 2010). However, in these models, the systemic effect of these
compounds could not be assessed.

The drugs currently used in chemotherapy promote innumerous systemic side
effects. 5-fluorouracil (5-FU) is an important and efficient antitumor drug, but exhibit
depression of immune system (Gonzaga et al.,, 2009). The investigation of antitumor
activity and the systemic effect of natural products can be assessed using transplanted
tumor cells model.

Therefore, we investigated the effect of aqueous extract of Punica granatum
(AEPG) as antitumor drug using transplanted mouse sarcoma-180 cells as in vivo
model. We hypothesize that the ellagitannins from AEPG are capable to induce
apoptosis in mice sarcoma-180. We also investigated the biochemical effect and
cytotoxicity on healthy tissues of AEPG, comparing to 5-FU performance and side

effects data.

Material and Methods
2.1. Plant material

Punica granatum L. fruits were collected in Petrolina, PE, Brazil (9°23'34”S
40°30'28"W). The plant was authenticated at ASE - Herbarium of the Federal
University of Sergipe and a voucher specimen number 20881 was deposited in the
same Institute. The fruits were washed with tap water and pulping. The peel was dried
at 55°C and uniformly powdered. The extraction was carried out by dynamic
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maceration using boiling water 1:100 (w/v) as solvent during two hours. The
suspension was filtered and the solvent was removed in circulating air stove at 50 *
5°C/48-72h, obtaining the dry extract labeled AEPG. The percentage of extraction yield
was found 63.4%, calculated in terms of dried weight. All the chemicals were
purchased from Sigma Chemicals Co., St Louis, USA and were of analytical reagent
grade.
2.2. HPLC- MS analysis

AEPG was solubilized in a mixture of water: methanol (50%) and filtered (0.45
pum). A extract sample (1 mg/mL) was analyzed by HPLC-MS. The high performance
liquid chromatography analysis (HPLC-MS) was conducted using Shimadzu model LC-
6AD, with diode array detector SPD-M20A, column reverse phase C-18 (25 cm x 4.6
mm X 5 mm). The volume of the sample injected was 10 uL and the mobile phase
contained 0.1% (v/v) H3PO4 in water (95%) and 0.1% (v/v) H3PO4 in acetonitrile (5%)
was used and the flow rate 1 mL/min
2.3. Animals

Sixty male six-week-old Swiss mice (20+2 g weight) were obtained from the
Animal Facility of Tiradentes University (Sergipe, Brazil). The mice were maintained
under controlled temperature (25+2°C) and relative humidity (50+£5%), with a 12 h
light/dark cycle and free access to a standard mouse diet and water. All the procedures
for animal research were performed in accordance with the guideline of the Brazilian
Council for Animal Experimentation and followed a protocol approved by the Animal
Ethics Committee of Tiradentes University (approval subscription n® 021113).
2.4. S180 murine sarcoma cells transplantation and samples collection

The experimental procedures of ascitic and solid-type sarcoma 180 tumor
transplantations were performed as described by Chen et al. (2014). The cell line was
first cultured over 10 days in the abdominal cavity of a Swiss mouse. Subsequently, the
cultured cells were harvested with the peritoneal fluid and centrifuged at 300 x g for 10
min in phosphate-buffered saline (PBS). The separated sarcoma cells were suspended
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in PBS, centrifuged at 1,800 x g for 5 min and their concentration was adjusted to
1.0x10° cells/mL by diluting in Lactated Ringer’s solution. The sarcoma 180 cells (0.2
mL; concentration, 1.0x106 cells/mL) were implanted subcutaneously in the left groin
of the mice. Animals were randomly assigned into five groups (n=12) and subjected to
the experimental treatment procedures, as demonstrated in Table 1, for seven days.
Prior to the intraperitoneal injection, the crude aqueous extract was suspended in
saline at final concentration of 10 mg.mL™*. Body weight, food and water intakes were
measured daily over the time course of the experiment. Signs of abnormalities, as well
as behavior changes were recorded along the entire period of treatment. The animals
were euthanized in CO, chamber 8 days after the S180 cells transplantation. Kidneys,
liver and spleen were removed from each animal and preserved for further
histopathological examination. Prior to euthanize, blood samples were also collected by
cardiac puncture for hematological and biochemical analysis.

Table 1. Distribution of the animals into the experimental groups according to the

treatment after transplantation of 2 x 108 S180 cells/0.5 mL.

Group Treatment (0.2 mL i.p. administration)
Saline Saline

5-FU 25 mg/Kg of 5-Fluorouracil
PG10 10 mg/Kg of AEPG

PG25 25 mg/Kg of AEPG

PG50 50 mg/Kg of AEPG

i.p. (intraperitoneal administration); AEPG (Aqueous
extract of Punica granatum Linn. at 10 mg/mL).

2.5. Antitumor activity

The tumors were excised and their size was measured using a digital-caliper
and the volume of tumors was determined using the formula width? x length x 0.52 (Lee
et al., 2003). The effects of AEPG on tumor growth were assessed by evaluating tumor

volume, tumor weight and tumor growth inhibition ratio (IR). The IR data were obtained
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using the following equation: IR (%) = (Sw-Tw)/Sw x 100; where Sw and Tw represent
the average tumor weight of the saline and test groups, respectively.
2.6. Hematological and biochemical analysis

Hematological analysis was performed using an automatic hematological
analyser Sysmex Xs1000i (Sysmex America, Inc., EUA). The differential leukocyte
counting was performed with an optical microscopy after staining with Pappenheim's
method and, in each case, the percentage of each leukocyte was assessed. Blood
serum samples were analyzed to assess the following parameters: aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), urea and creatinine using the

analyser Architect C8000 (ABBOTT, Québec, Canada).

2.7. Gross and histopathological studies

The organs and tumors samples were weighed and data were expressed in
relative terms (g/100 g body weight). Subsequently, they were fixed in a 10% formalin
solution (pH 7.4) for 24 h. The fixative was removed by washing specimens thoroughly
with running tap water overnight. After dehydration through a graded series of alcohols,
the tissues were cleaned in methyl-benzoate, and embedded in paraffin wax.
Histological sections (7 um thick) were obtained and stained with hematoxylin/eosin,
and observed under light microscope for detail.
2.8. Terminal deoxyuridine nick-end labeling (TUNEL) staining

Apoptosis cell death detection was performed as described by Woodside et al.
(2003). Three histological sections (5 um thick) at 50 um intervals were obtained from
the paraffin-embedded tissue. The samples were deparaffinized, rehydrated in graded
alcohol (99 °Gl, 95 °Gl, and 70 °Gl), and washed with deionized water. For identification
of apoptotic cells, TUNEL staining (ApoTag; Oncor, San Francisco, CA) was used. The
histological sections were treated with proteinase K (20 pL/mL in phosphate-buffered
saline — PBS) to digest proteins, and endogenous peroxidase activity was quenched
with 2% H»O, in PBS. Subsequently, 75 pL of equilibration buffer was placed on each
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section. Diluted TdT enzyme solution was applied and the section was incubated at
37°C for 1 h. After incubation, the slices were placed in stop wash buffer. Next, 55 pL
of anti-digoxygenin peroxidase was added and the slices were incubated for 30 min at
room temperature. Sections were again washed, and diaminobenzidine (DAB)-
hydrogen peroxide was used for color development. Sections were then counterstained
with 2% hematoxylin and mounted for examination. Apoptotic cells were identified
either as cells with brown-stained nuclei or as apoptotic bodies (fragments of apoptotic
cells engulfed by neighboring cells). The number of labeled cells was determined in
1000 cells counted and the Apoptosis Ratio (AR) was assessed according to the
following equation: AR(%) = (TnP/1000) x 100, where AR is the apoptosis ratio and
TnP is the number of TUNEL-positive cells.
2.9. Statistical analysis

Results were expressed as mean = S.E.M or as percentages of saline group.
Subsequently, data were assessed by the one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the post hoc Tukey—Kramer Multiple Comparisons Test. The values at

p<0.05 were considered to be statistically significant.

3. Results
3.1 Chromatographic characterization of the AEPG
HPLC-MS analysis revealed that the major chemical compounds in the AEPG
were punicalagin o and B, ellagic acid and gallic acid. The concentrations of gallic acid

and ellagic acid in the sample were 32.24 mg.g™ and 41.67 mg.g™ respectively.

3.2 Analysis of the antitumor effects of the AEPG

As demonstrated in Fig. 1A/B, the tumor weight and volume of 5-FU-treated
animals was significantly lower than saline group (p<0.001). Similarly, intraperitoneal
administration of AEPG (10, 25 and 50 mg/kg) also reduced significantly the average
weight and volume of the tumors (p<0.001). Reduction of the tumor weight and volume
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obtained with the treatment with AEPG at 10 mg/Kg and 50 mg/Kg were statistically
similar to that obtained with 5-FU (p>0.05). Moreover, there was no significant
difference in the average tumor weight and volume between the AEPG-treated groups
(p>0.05). No significant difference in the tumor growth inhibition ratio was observed
between 5-FU and the treatment with 10 mg/Kg and 50 mg/Kg AEPG (p>0.05) (Fig.
1C). However, the inhibition ratio induced by 25 mg/Kg AEPG was significantly lower
than 5-FU (p<0.05). The assessment of the average tumor weight and tumor growth
inhibition ratio indicates that the response to the treatment with AEPG on the sarcoma

180 growth was not dose-dependent.
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Figure 1. (A) Assessment of the average tumor weight and (B) tumor volume of the
different test groups. (C) Assessment of the average tumor growth inhibition ratio of
the different test groups (in relation to tumor weight of the saline-treated group). Data
were expressed as mean = standard error mean (SEM). *** Statistically significant
difference (p<0.001) in comparison to Saline-treated group; O Statistically significant
difference (p<0.05) in comparison to 5-FU-treated group; * Statistically significant
difference (p<0.05) in comparison to 5-FU-treated group (ANOVA and Tukey test).

Post-mortem analysis of the tumors revealed similar histopathological features
in all the groups (Fig. 2). Thus, tumors were characterized by neoplastic sheets of
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small polygonal and ovoid cells compactly arranged in some areas but loosely
disposed in others. Tumor cells often invaded and dissociated lobules of adipose tissue
and striated skeletal muscle bundles. Most of the tumor cells exhibited strongly
eosinophilic cytoplasm and round-shaped hyperchromatic and moderately pleomorphic
nuclei, but sometimes the nuclear chromatin was disperse and presented prominent
nucleoli. Typical and atypical mitotic figures were often found (2-3 mitosis/histological
field/400 x magnification) among the neoplastic parenchyma. In addition, extensive
areas of coagulative necrosis and mild to moderate inflammatory response composed
of lymphocytes and neutrophils were also observed. Vascular and perineural invasion
were rare histological findings in all the groups, regardless the treatment applied to the

animals.
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Figure 2. Photomicrographs of sarcoma 180 histological sections stained with
hematoxylin/eosin. (A) Tumor cells of sarcoma 180 (cs180) proliferating below
epidermis (ep, dashed double headed arrow), deeply invading the underlying dermis
(drm, solid double headed arrow). (B) Tumor cells invading and dissociating bundles of
skeletal muscle fibers (msc). (C) ¢s180 invading the hypodermic adipose tissue (d),
and causing foci of parenchymal coagulative necrosis (ne). (D) Extensive areas of
coagulative necrosis (ne) limited by viable tumor cells (*). (E) Detail of tumor
parenchymal component showing intense cell pleomorphism and hyperchromatic
nuclei. (F1 and F2) typical and (F3E F4) atypical mitotic figures (HE, A - D, x 100, E - F,
x 800).

In this study, apoptotic cells death was detected using Terminal deoxyuridine
nick-end labeling (TUNEL) staining. Positive labeling was identified by nuclear

brownish color, regardless the intensity of the stain (Fig. 3). TUNEL-positive cells count
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ranged considerably in all groups (Fig. 4), but the average percentage was significantly
increased in the groups treated with 5-FU (p<0.01) and AEPG at the doses of 10
mg/Kg (p<0.01), 25 mg/Kg (p<0.01) and 50 mg/Kg (p<0.001). No significant difference
was observed either between 5-FU and the three doses of AEPG or between the

groups treated with the extracts.

Figure 3. In situ apoptotic cell labeling by terminal desoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling (TUNEL) method in paraffin-embedded histological sections of
Sarcoma 180 treated with Saline, 5-Fluorouracil (5-FU) and 10, 25 e 50 mg/Kg
aqueous extract of Punica granatum Linn (AEPG10, AEPG25 e AEPG50 mg/Kg,
respectively). TUNEL-positive apoptotic tumor cells are shown with brown-stained
nuclei. Note the scarce labeling in Saline-treated group but intense in 5-FU and
AEPG-treated groups (original magnification 800 x).
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Figure 4. Assessment of the average percentage of TUNEL-positive cells. Data were
expressed as mean + standard error mean (SEM). Statistically significant difference
between the values were expressed as *(p<0.05), ** (p<0.01) and *** (p<0.001) in
comparison to saline-treated group (ANOVA and Tukey test).
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3.3 Analysis of the adverse effects of the AEPG

No behavioral changes were observed in the animals treated either with AEPG
or 5-FU, as well as no remarkable changes were observed on the intake of food and
water of the animals, regardless the treatment. Fig. 5a shows the body weight of the
animals at the beginning and end of the experiment. No significant changes were
observed in body weights at the beginning of the experiment (p>0.05), but at the 8"
days, the body weight of the mice treated with 5-FU was significantly lower than the
other groups (p<0.05). Furthermore, as demonstrated in Fig. 5b, the average
percentage of weight loss (in relation to the initial body weight) was significantly greater

in the group treated with 5-FU than in the others (p<0.05).
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Figure 5. (A) Assessment of the body weight and (B body weight loss ratio of the
animals of the different groups at the 1st and 8th days of experiment. Data were
expressed as mean * standard error mean (SEM). * Statistically significant difference
(p<0.05) in comparison to Saline-treated group (ANOVA and Tukey test).

Table 2 presents the results of the biochemical parameters. Serum levels of
aspartate aminotransferase (ALT) we significantly increased in the group treated with
50 mg/Kg AEPG in comparison to the saline-treated group (p<0.001). Creatinine levels

were significantly decreased in the AEPG-treated groups at doses 25 mg/Kg (p<0.001)

and 50 mg/Kg (p<0.01), as well as in 5-FU-treated group (p<0.05), again in comparison
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to the group treated with saline. Despite the significant difference found in this data, the
values were within the normal interval established by experimental research support
database of the Tiradentes University Biotherium.

Table 2. Effect of the aqueous extract of Punica granatum Linn (AEPG) on the
biochemical parameters of mice subjected to S180 sarcoma cells transplantation.

Drug Dose ALT AST Urea Creatinine
(mg/kg/day) (um (U/h (mg/dL) (mg/dL)
Saline - 372+21 217.4+134 465+3.0  0.41+0.03
10 428+22 2285+10.3 544+44  0.36+0.05
AEPG 25 437+43 2197+11.8 37.9+34 0.12+0.02%*
50 56.8+6.4* 276.2+317 43.0+33 0.23+0.07%
5-FU 25 305+53 201.0+9.3  343+42  0.32+0.01*
Rsfere”ie - 17.0-77.0 54.0-298.0 42.0-61.0 0.10-0.90
alues

Data were expressed as mean * standard error mean (SEM). Statistically significant
difference between the values were expressed as *(p<0.05), ** (p<0.01) and ***
(p<0.001) in comparison to saline-treated group (ANOVA and Tukey test). # Values
obtained from the experimental research support database of the Tiradentes University
Biotherium.

The analysis of the hematological parameters revealed no significant changes
in the erythrogram data (Table 3, p>0.05). However, as demonstrated in Table 4,
treatment with 5-Fu induced significant decrease in the total leukocyte count (p<0.01)
and relative neutrophils count (p<0.001). In addition, a relative increase in the
differential count of eosinophils was observed (p<0.001). Oppositely, the administration
of AEPG induced increased of neutrophils count at the three doses of 10 mg/Kg
(p<0.05), 25 mg/Kg (P<0.001) and 50 mg/Kg (p<0.05), without causing expressive
leukocytosis.
Table 3. Effect of the aqueous extract of Punica granatum Linn (AEPG) on the

erythrocyte parameters in peripheral blood of mice subjected to S180 sarcoma cells
transplantation.

Drug Dose Red blood cell Hemoglobin Hematocrit
(mg/kg/day) (x 10%) (g/dL) (%)

Saline - 9.08 +0.18 12.99 £ 0.32 40.58 + 0.68
10 9.78 £0.15 14.24 £ 0.23 44.03 £ 0.63

PG 25 8.57 + 0.66 12.74 + 0.95 39.46 £ 2.91

50 9.25+0.25 12.94 + 0.41 40.42 £1.09

5-FU 25 8.30 £ 0.56 11.19+0.81 34.80 = 2.55

R\e/;‘TLeer;‘je - 6.36 — 9.82 10.2 - 16.6 39 - 49

Data were expressed as mean + standard error mean (SEM). No statistically significant
difference between the groups was observed (ANOVA and Tukey test). # Values
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obtained from the experimental research support database of the Tiradentes University
Biotherium.

Table 4 - Effect of the aqueous extract of Punica granatum Linn (AEPG) on the total
leukocytes in peripheral blood of mice subjected to S180 sarcoma cells transplantation.

Dose Total Differential count of leukocytes (%)
Drug Ik leukocytes - - -
(mg/kg) (10% cells/mL)  Neutrophil ~ Lymphocyte Monocyte Eosinophil
Saline - 7.8+0.6 25720 63.2+4.8 2.3+04 3.3+£0.7
10 9.6+0.9 37.9+3.1* 56.1+3.2 26x04 3.3+0.8
AEPG 25 9.9+10  382%58%™ 558:36  43+08° 2804
50 8.1+0.7 324 +£2.4* 59.1+3.3 2.8+04 58+14
5-FU 25 2.1+ 0.3%* 8.8 £ 1.4** 70.4+4.8 24+05 9.9 + 1.6***
Ref
eterefice 615 10 - 40 55— 95 1-4 0-4
Values

Data were expressed as mean * standard error mean (SEM). Statistically significant
difference between the values were expressed as *(p<0.05), ** (p<0.01) and ***
(p<0.001) in comparison to saline-treated group (ANOVA and Tukey test). # Values
obtained from the experimental research support database of the Tiradentes University
Biotherium.

Pathological examination of the organs removed on a gross basis revealed that
livers and spleens of the 5-FU-treated group showed an opaque surface tissue in
comparison to the other groups, but no difference was grossly detected between the
experimental groups regarding the shape and consistence. Furthermore, significant
reduction of the spleens average weight in relation to the saline group was observed in
the 5-FU treated animals (p<0.05), but not in the AEPG groups (p>0.05) (Table 5).
Histological analysis revealed that architectural and cellular appearance of the organ
tissues were comparatively unremarkable in all groups (Fig. 6), except for the spleen
samples from 5-FU-treated groups, which displayed atrophy of the white pulp (Fig. 7).
Table 5. Effect of the aqueous extract of Punica granatum Linn (AEPG) on the average

weight of the organs removed from mice subjected to S180 sarcoma cells
transplantation.

Drug Dose . Organs (g/lOF) g body weight)
(mg/kg) Liver Kidney Spleen
Saline - 4.86 +0.18 1.22 +0.04 0.43 +£0.05
10 4.25+0.18 1.22 £ 0.03 0.39 £ 0.06
AEPG 25 5.01 + 0.28 1.39 + 0.08 0.49 + 0.08
50 462 +0.42 1.38 £ 0.04 0.43 +0.03
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5-FU 25 445+ 0.55 1.36 £ 0.04 0.30 + 0.04**

Data were expressed as mean = standard error mean (SEM). Statistically significant
difference between the values were expressed as ** (p<0.01) in comparison to saline-
treated group (ANOVA and Tukey test).

Figure 6. Photomicrographs of (A) liver and (B) kidneys samples showing
comparatively unremarkable architectural and cellular appearance of the organ tissues
in all groups (HE, 400 x magnification).
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Figure 7. Photomicrographs of spleen samples. White pulp (wp) presents signs of
atrophy in 5-FU-treated group, but remains with the usual architectural and
morphological appearance in the other groups. Red pulp (rp) was unremarkable and
similar in all the groups (HE, 100 x magnification).
Discussion

Natural products play a relevant role in cancer therapy with substantial numbers
of anticancer agents (Nobili et al., 2009). Furthermore, because cancer treatments
have become more aggressive during the last 20 years, the need for new methods to
manage adverse and/or side effects of such therapy has become apparent (Redd et
al., 2011).

In this study, the treatment with aqueous extract of Punica granatum at doses of
10, 25 and 50 mg/Kg significantly inhibited the growth of sarcoma 180 in mice, but not
in a dose-dependent scale. These data suggest an antitumor activity of the extract,
comparatively to the effects promoted by 5-Fluorouracil, a chemotherapeutic widely
used in experimental models (Mousinho et al., 2011). Therefore, our study provides
information that AEPG may be promising in anticancer therapy, which appears
consistent with previous in vitro research (Sineh Sepehr et al., 2012; Jayakumar et al.,
2012). It is possible that such antitumor effects are related to the chemical compounds
present in the extract. It has been demonstrated that phytochemical constituents found

in Punica granatum Linn present cytotoxic effects on tumor cell lines, particularly tannic

compounds, such as ellagic acid (Zhao et al., 2013; Zhang et al., 2014) and gallic acid
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(Liang et al., 2012; Locatelli et al., 2013). As recently reported by Qu et al. (2012), we
also found high content of these tannic compounds in the aqueous extract of Punica
granatum (AEPG) using HPLC-MS method, suggesting that ellagic and gallic acids
may play an important role in the inhibition of the murine sarcoma 180 growth.

Since tissue homeostasis is the result of a balance between proliferation and
cell death, the apoptosis rate displays a key role in tumor formation and progression
(Evan and Vousden, 2001; Fulda, 2009). Apoptosis is the process of highly controlled
programmed cell death triggered by intrinsic biochemical signaling pathways. The
mechanisms of apoptosis involves an energy-dependent cascade of molecular events
that includes activation of cysteine proteases as ICE (IL-1B converting enzyme); Fas
signaling; cell cycle interfaces; stress responses; Bcl-2 family; and the tumor
suppressor gene p53. This process leads to the cleavage of caspase-3 and results in
DNA fragmentation, degradation of cytoskeletal and nuclear proteins, cross-linking of
proteins, formation of apoptotic bodies, expression of ligands for phagocytic cell
receptors and finally uptake by phagocytic cells with no secondary inflammation
(Elmore, 2007). Thus, to explore the antitumor pathway of AEPG on S180 tumor in our
study, apoptosis was detected by in situ end-labeling of nuclear DNA fragments
(TUNEL) staining. We found that the treatment with AEPG increased significantly the
number of TUNEL-positive cells in comparison with Saline. The increased number of
TUNEL-positive cells observed in AEPG-treated groups was statistically comparable to
that resulting from 5-FU treatment. It is strongly suggestive that the antitumor effects
promoted by the extract are related to increased apoptosis-induced tumor cell death. It
is possible that the major tannic compounds present in the extract, such as ellagic and
gallic acid, are involved in the proapoptotic effects of AEPG. It has been demonstrated
that ellagic acid is able to stimulate apoptosis in poorly differentiated MIAPaCa-2 and
moderately differentiated PANC-1 human pancreatic carcinoma cell lines, as a
response of inhibition of the transcription factor NF-kB. The decrease in NF-kB leads to
activation of the mitochondrial proapoptotic pathway, resulting in cytochrome C release
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and caspase activation (Edderkaoui et al. 2008). In addition, gallic acid has shown to
induce apoptosis of HL-60 Human promyelocytic leukemia cells (Yeh et al., 2011) and
A375.S2 human melanoma cells (Lo et al., 2010) through caspases dependent and
independent pathways. However, further investigations are necessary in order to clarify
the precise mechanisms underlying the pro-apoptotic effect of AEPG on tumor cells.

One the most important challenge regarding to the chemotherapy against
cancer is the minimization of the adverse/side effects of the drugs. As previously
demonstrated by Gonzaga et al. (2009), the treatment with 5-FU promoted a variety of
undesirable adverse effects, such as body weight loss, severe myelosupression and
spleen atrophy. Herein, we demonstrated that no remarkable changes were observed
in the total leukocyte count of the AEPG-treated groups, indicating no suppressive
effects on the peripheral blood white cells. In fact, AEPG induced the increase of
neutrophils, suggesting that the extract might exert a possible stimulatory role on the
bone marrow. In addition, although significant differences were observed in
biochemical parameters of liver and renal function in the AEPG-treated groups, all the
serum values remained within the physiological reference range, suggesting that those
changes might be considered as irrelevant. The fact that the weight, gross appearance
and histological features of the organs were unremarkable and comparable to the
Saline group seems to support the hypothesis that the biochemical changes were not
severe enough to express real functional damages. Thus, as these hematological,
biochemical and gross/histological parameters have been used to assess the toxicity of
Punica granatum fruit extracts (Vidal et al., 2003), our data seem to point at the safety
use of AEPG in the studied doses.

In conclusion, we demonstrated that intraperitoneal administration of AEPG
inhibits the growth of transplanted sarcoma 180 cells in murine model, and that the
antitumor effects are likely related to increased apoptosis ratios. In addition, the use of
the extracts proved to be safe, with no adverse/side effects associated to the use of
chemotherapeutics.
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7.2 PARECER DE APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CEUA\UNIT)
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Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Avallagdo da atlvidade antitumoral do extrato aquoso de Punica granatum
linn frente a carcinogénese com Sarcoma 180 em modolo murino

[ Posquisador Responsavel )

[Data da Versio 19/10/2013 | [Cadastro 021113 | [Data do Parecer 28/11/2013 |
[ Grupo e Area Tematica il - Projeto fora das Areas tematicas especials =}

Objetivos do Projeto
Avaliar a atlvidade antitumoral do extrato aquoso de Punica granatum Linn frente a
carcinogénese induzida com Sarcoma 180 em modelo murino.

Objetivos especificos

- Caracterizacio do extrato da Punica granatum Linn; ,

- Avaliar o efeito do extrato aquoso de Punica granatum L. sobre o crescimento tumoral dos
animais experimentais transplantados com o tumor Sarcoma 180;

- Avallar o efeito do extrato sobre os parémetros hematoldgicos (leucdcitos totais e
diferencilals); A

- Avaliar o efeito do extrato sobre os pardmetros bioquimicos (marcadores de fungdo hepitica
@ renal);

- Avaliagio macroscopica quanto as dimensdes do tumor Induzido pela implantacio do
Sarcoma 180, bem como do figado, rins e bago;

- Avaliagdo citopatoldgica das estruturas renais e hepaticas post mortem dos animais
transplantados com o tumor Sarcoma 180; -

Sumirio do Projeto

A Punica granatum L (Punicaceaes), conhecida como romd. & um fruto bastante utilizado na medicina
popular para o tratamento de varias afeccdes. Tem sido demonstrado que o extrato ¢a P. granatum
apresenta efeito inibitdro sodre o crescmento de diferentes linhagens celulares umorais. Assim, o
objetivo deste trabalho ¢ avaliar a atividade terapéutica a partr da administragao intraperitoneal do
exirato aquoso de Punica granatum frente a carcinogénese com Sarcoma 180 em modelo myurino
Para o desenvolvimento deste projeto, serdo utilizados 60 camundongos Mus musculus (30-35 g), do
género masculino, dwididos em 5 grupes (n=10) Os testes para avalagdo da atividade antitumoral
ser8o realizados utilzando o tumor expenmental Sarcoma 180 onundo do Laboratorio de Oncologia
Experimental (LOE) da Unwersxdade Federal do Ceara Nesse expenmento, 0s animais serdo
Inoculados com tumor Sarcoma 180 (2 x 106 célutas/0 S mLicamundongos) por via subcutanea
(BEZERRA et al , 2006. BEZERRA et al , 2008a, BEZERRA et al , 2008b, ZHENG et al, 2010, CHEN
et al, 2010) Serao escolhidas 3 doses do extralo, a depender da IC50, a fim de observar qual delas
apresentar a meihor atividade anttumoral, sendo utilzadas as doses de 10, 25 e 50mg/Kg do extrato
aquoso da casca de Punica granatum Para avaliar o efedo das substancias sobre o crescimento
tumoral. um dia apds a inoculagao do tumor serd iniciado o tratamento (por via intraperitoneal ou
oral) por 7 dias consecutivos No otavo dia. 0s animais serdo anestesiados para a coleta da amosta
sanguinea para a realzacao dos exames hematologicos e bioguimicos, sendo em seguida
sacnficados por meio de camara de fluxe continuo com CO2 para excisdo dos tumores, bem como 0s
orgéos de interesse. como figado, nns e bago, sendo estes pesados e anaksados
macroscopicamente e histomorfologicamente. em que o matenial sera fixado, processado e incluido
em parafina. gerando secgdes histoldgicas de Sum que serdo submebdas a coloracdo de robna pela
HE e examinadas a0 microscopio de luz Os resultados serdo expressos como média £ EP M Para
comparagdes muitipias dos dados serd utizado o teste do Kaplan-Meyer ou a analise de varanca
(ANOVA), seguida pelo teste de Student Newman-Keuls utlizando o programa Pnsma (GraphPad
Software, Intuitive Software for Science, San Diego, CA)
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