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Esta é a mais bela realidade da vida...
A prova tremenda de que cada um é importante e que ninguém se

aproxima do outro por acaso...

(Saint Exupery)
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Werkman C. Citotoxicidade da Punica granatum L. (rom&) sobre cultura de
fibroblastos e de células de linhagem cancerigena [tese]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de S&do José dos Campos, Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho: 2009.

RESUMO

Embora diversos estudos ja tenham sido realizados sobre a Punica granatum L.,
seus possiveis efeitos citotdxicos ndo sdo bem conhecidos. No presente trabalho
foi avaliada a toxicidade da Punica granatum L. (PG) por meio de cultura celular
com duas linhagens: fibroblastos humanos de mucosa oral (FLM) e células de
carcinoma epidermoide oral humano (KB). As células foram submetidas ao teste
de viabilidade celular por 24 horas em placas de 96 pogos nas concentragdes da
PG (1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,062% e 0,031%) e aos testes de citotoxicidade
celular em placas de 24 pogos, em cinco periodos diferentes (4 horas, 1,3,5e 7
dias) e com quatro diferentes concentracdes (1%, 0,5%, 0,25%, 0,062%). Todos
os testes foram realizados em triplicata e em trés momentos diferentes. Foram
adicionados dois grupos, um controle negativo (Tryton 10%) e um controle
positivo constituido de meio de cultura acrescido de soro bovino fetal 10% e sem
o extrato de PG. A quantificacao celular foi realizada pelo método do Resazurin,
com avaliagédo por espectrofotometria 6ptica (espectrofotdmetro UVM340 - Asys
Hitech GmbH) e leitura de absorbancia dos comprimentos de onda de 570 nm a
600 nm. Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA (5%). Os resultados de
viabilidade mostraram que nas concentracdes de 0.031%; 0,062%; 0,125%;
0,25% e 0,05% o extrato de PG inibiu a viabilidade celular (= 40%)
principalmente das células KB. O teste de citotoxicidade mostrou que apenas as
culturas tratadas com PG a 0,062% exibiram citotoxicidade para as linhagens
celulares. A PG a 1% foi toxica para as células FLM e KB. O extrato de PG inibiu
a citotoxicidade celular nas demais concentracdoes testadas. Estes resultados
podem ser relacionados a propriedade anticarcinogénica da Punica granatum L.

Palavras chave: Punica granatum. Fitoterapia. Toxicidade. Técnicas de cultivo
celular. Fibroblastos. Carcinoma.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a grande disponibilidade de produtos
naturais e a constante busca por uma melhor qualidade de vida tém
colocado a "medicina alternativa" em posicao de destaque. No cenario
mundial, um grande esforgo tem sido realizado pela comunidade cientifica
objetivando identificar compostos derivados de produtos naturais e que
apresentem propriedades benéficas para o homem.

Dados divulgados pela Organizagcdo Mundial de Saude
(OMS) em 2005, mostraram que o uso de plantas medicinais tem
aumentado nos ultimos anos e que, cerca de 85% da populagao mundial
utilizou algum tipo de planta na busca de alivio para uma sintomatologia
dolorosa ou desagradavel. Do total, pelo menos 30% ocorreu por
indicagdo meédica. A utilizagdo de plantas medicinais tem recebido
incentivo da OMS (Brasil, 2006 a).

No Brasil se identifica a preocupagédo do Governo
Federal com a ampliacdo das opgdes terapéuticas para os usuarios do
Sistema Unico de Saude (SUS), garantindo acesso a plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos. O Ministério da Saude (Portaria n.212 de 11
de setembro de 1981) destacou o estudo de plantas medicinais como
uma das prioridades de investigacdo em saude (Brasil, 2006 b).
Obedecendo a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares, em dezembro de 2005 foi aprovado o uso de terapias
alternativas na rede publica. Entre estas terapias, a utilizacdo dos
fitoterapicos, monitorados pela vigilancia sanitaria (Brasil, 2006 a).

Muitos fatores, destacando-se os econdmicos e sociais,

tém colaborado com o desenvolvimento das praticas de saude
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relacionadas com plantas medicinais. Assim, diversas plantas tém sido
empregadas de forma medicinal pelo esperado poder curativo e
preventivo a elas atribuido. Pesquisas com plantas medicinais, quase
sempre, originam medicamentos em menor tempo e com custo inferior,
consequentemente mais acessiveis a populacdo. Desta forma, pesquisas
devem ser realizadas, até que os mesmos possam ser disponibilizados
comercialmente para consumo (Langley, 2000).

As plantas sintetizam compostos quimicos a partir dos
nutrientes do solo, agua e luz que recebem. Muitos desses compostos, ou
grupos deles denominados “principio ativo”, dependendo da dosagem
administrada, podem provocar reagdes de toxicidade no organismo.

A Punica granatum Linus utilizada como medicamento
fitoterapico, apresenta propriedades antimicrobiana, anti-helmintica,
antiviral e resposta positiva no tratamento de diabetes mellitus (Pereira et
al., 2005; Werkman et al., 2008). Embora diversos estudos ja tenham sido
realizados com este fitoterapico, seus possiveis efeitos citotoxicos nos
tecidos humanos ainda ndo sdo bem conhecidos.

As investigacdes relacionadas com fitoterapicos, quase
sempre, objetivam avaliar as formas de assimilagéo pelo organismo e os
possiveis efeitos nocivos dos mesmos. Entre os diversos testes pré-
clinicos comumente realizados, destaca-se o teste de citotoxicidade em
cultura celular. Experimentos em cultura celular representam importante
ferramenta para caracterizar eventos que possibilitam as células
superarem o controle normal, identificando bases genéticas, processos
fenotipicos envolvidos na transformacédo celular e a comparagdo do
comportamento coletivo de linhagens celulares normais e cancerosas
(Vilela et al., 2002).

Técnicas de cultura celular possibilitam a manutengao
de diversos tipos de células em diferentes meios de cultivo. A cultura

celular é realizada em recipientes especializados e os testes feitos em
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placas com pocgos individualizados. Possibilita o estudo da citotoxicidade e
da citotoxicidade, em diferentes tipos de tecidos.

Testes de citotoxicidade por meio de cultura celular sdo
utilizados com sucesso, pela sua reprodutibilidade, rapidez, sensibilidade
e custo acessivel. Avaliam os possiveis danos teciduais, mais
especificamente nas membranas celulares (Rogero et al., 2003).

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a
citotoxicidade da Punica granatum L. sobre duas linhagens celulares, uma

de fibroblastos humanos de mucosa oral e outra de células cancerigenas.



2. REVISAO DA LITERATURA

Para melhor compreensdo, este capitulo foi
subdividido. Inicialmente foram revistos os estudos relacionados com
fitoterapia, fitoterapicos e, principalmente com a Punica granatum L. Em
um segundo momento foram abordados os testes de viabilidade e

sobrevivéncia em cultura celular.

2.1 Fitoterapia

2.1.1 Histoérico

Fitoterapia € o método terapéutico mais antigo de toda
a medicina natural. Na pré-histéria o homem aprendeu a distinguir entre
os diversos tipos de plantas, aquelas que podiam atenuar ou sanar suas
moléstias. Estas informagdes foram transmitidas ao longo das geragdes e
conhecimentos foram adicionados a medida que o homem realizava

novas experimentagdes. A difusdo das informacgdes se deu de forma oral,
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desenhos em cavernas e posteriormente em papiros, sendo assim
disseminados por povoados e civilizagbes (Newal et al., 2002).

Com o passar do tempo, as ervas com poder medicinal
foram descritas e catalogadas, primeiro por curandeiros e posteriormente
por botanicos. Estes por sua vez, organizaram e classificaram levando em
conta diferentes critérios, desde a forma, cor, sabor, aroma até ligagdes
com astros e atributos magicos que apresentavam. Com a evolugao da
ciéncia, foram possiveis estudos e analises mais precisos de seus
componentes quimicos com finalidade de verificar o efeito destes sobre os
organismos de animais e posteriormente em humanos (Newal et al.,
2002).

As plantas medicinais colaboram nas praticas de saude
principalmente por motivos econdmicos e sociais. Diversas pesquisas
foram realizadas com base no conhecimento popular de plantas, que
devem ser testadas antes de disponibilizadas como medicamento
(Langley, 2000).

No Brasil, o Ministério da Saude, através da Secretaria
de Ciéncia, Tecnologia e Insumos, elaborou Diretrizes e Linhas de Agéo
em diversas areas. Publicados sob forma de Decreto Presidencial n°5813
em 22 de janeiro de 2006, com as diretrizes objetivando garantir a
populacdo o acesso seguro e uso racional de plantas e fitoterapicos,
mantendo a biodiversidade sustentavel, além de inova-la com base no
desenvolvimento tecnologico (Brasil, 2006 b).

Quando um fitoterapico ¢ indicado, a idéia inicial ndo &
a substituicdo dos medicamentos registrados e ja comercializados, mas
tornar mais abrangente a quantidade de opg¢bes terapéuticas. Os
fitoterapicos podem oferecer aos pacientes medicamentos equivalentes
com espectros de acao adequados, também registrados e muitas vezes
mais baratos, atuando também de forma complementar as medicag¢des

existentes (Simdes et al. 1999).
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Além do custo e opcédo terapéutica, outro objetivo do
emprego destes medicamentos € a valorizagdo da cultura popular e a
possibilidade do desenvolvimento da industria farmacéutica local (Simdes
et al., 1999).

A partir de 1950 os medicamentos que continham os
substancias ativas extraidas de plantas, ou seus derivados sintéticos,
comecaram a ser desenvolvidos e comercializados com alguma
normatizacdo em farmacias. Poucas foram as plantas medicinais
estudadas com base nos protocolos modernos, permitindo reunir
informagdes necessarias para a utilizacdo destas substancias. Grande
parte do conhecimento atual sobre a maioria das plantas é obsoleta
quando comparada a grande capacidade de desenvolvimento técnico-
cientifico disponivel (Simdes et al., 1999).

A pratica exclusiva da medicina alternativa através da
utilizacdo de plantas medicinais € mais comum na populacdo de baixa
renda. Estes individuos acabam obtendo as plantas em mercados, no
canteiro de suas residéncias e em alguns casos, na natureza. Grande
parte dos usuarios tem uma imagem errbnea que fitoterapicos séao
remédios que, além de eficazes, sdo mais seguros e sem efeitos
colaterais por serem naturalmente balanceados. Para este argumento,
tomam como garantia o emprego prolongado na espécie humana sem
relatos de possiveis maleficios causados pelos fitoterapicos (Simdes et
al., 1999).

Segundo o Ministério da Saude do Brasil, os trabalhos
de pesquisa com plantas medicinais normalmente originam medicamentos
em menor tempo, com custos inferiores e mais acessiveis a populagao
(Brasil, 2006 b). Porém, para o uso destes medicamentos € essencial o
estudo da farmacognosia de cada planta alem da avaliagao dos individuo
e sua reagao aos farmacos.

Farmacognosia é a area da farmacia que estuda os

principios ativos das plantas. O termo deriva de duas palavras gregas,
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pharmakon, ou droga, e gnosis ou conhecimento. Nesta ciéncia sao
realizadas todas as descricbes e mensuragdes com identificacao,
extracdo e isolamento de substéncias e identificagdo dos componentes
bioquimicos. Sao realizados os estudos nas areas de fitoquimica,
microbiologia, biossintese e biotransformacdo das substancias ativas,
quimiotaxia entre outras ciéncias bioquimicas e farmacolégicas (Simdes et
al., 1999).

Apesar de os fitoterapicos serem originados a partir de
plantas naturais as substancias quimicas contidas nestes, quando usados
como medicamento, sdo reconhecidas pelo corpo humano como um
elemento estranho ao organismo, chamada de um xenobi6tico. A
efetividade de um infuso, tintura, capsula, ou mesmo um conjunto de
plantas, pode também ser devido ao efeito placebo de substancias
eficientes no estresse, hipertenséo, ansiedade, ulceras gastricas e nos
diversos tipos de dores. Algumas vezes, estes medicamentos sao
considerados “curativos” para patologias como diarréias, colicas
intestinais, tosse, resfriado ou males mal definidos como indisposi¢céao
geral. Também é importante avaliar até que ponto a auto-sugestdo do
paciente pode interferir minimizando os sintomas e postergando a busca
por auxilio médico (Simdes et al., 1999).

Como qualquer medicamento, o mau uso de
fitoterapicos pode ocasionar problemas a saude, como alteracdes na
pressado arterial, problemas no sistema nervoso central, figado e rins,
podendo levar a internagdes hospitalares e, dependendo da forma de uso,
levar ao 6bito (ANVISA, 2009). A toxicidade pode apresentar ndo apenas
efeitos imediatos; mas também a longo prazo, muitos dos quais de
maneira assintomatica como o0s carcinogénicos, hepatotoxicos e
nefrotdxicos (Simdes et al., 1999).

E fundamental conhecer os compostos quimicos
presentes nos fitoterapicos. Desta forma é possivel ter cuidado para

possiveis interacbes medicamentosas na associacdo de medicamentos
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com as plantas medicinais resultando em efeitos indesejados (ANVISA
1999).

O uso tradicional e popular de uma planta ndo faz com
que seja considerada eficiente e segura para consumo. Este tipo de
avaliagao so é possivel apds diversos testes que apresentaréo evidéncias
comprobatérias que os beneficios gerados pela sua ingestdo suplantam
os riscos gerados, quando Orgdos Governamentais conferem a

autorizagao para o consumo da mesma (Brasil, 2006 b).

2.1.2 Diferenca entre a fitoterapia e o alimento a base de plantas

A busca pelo estilo de vida mais equilibrado e natural
acarretou no aumento do interesse para o uso de plantas medicinais com
finalidades preventivas ou terapéuticas. Ao consumir produtos naturais,
procura-se elevar a qualidade de vida, promovendo saude e bem-estar.
Porém, muitos utilizam termos como fitoterapicos, homeopaticos, plantas
medicinais de forma errbnea e genérica.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), existem diferencas entre as plantas medicinais e os
fitoterapicos. As plantas medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou
curar enfermidades tendo tradicdo de seu uso como remédio em uma
populacdo ou comunidade. Para usa-las, é preciso conhecer a planta,
saber onde colher e como preparar (ANVISA, 1999).

As plantas medicinais podem ser comercializadas no
Brasil em farmacias e ervanarias (casas especializadas na
comercializagao de plantas), desde que n&o apresentem estrita indicagao
terapéutica definida. O acondicionamento deve ser adequado e sua
classificagdo botanica declarada. Alimentos como chas e infusbes a base

de ervas sdo classificados no Brasil como alimentos, tendo suas
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normatizagdes através do Ministério da Agricultura e Fazenda (ANVISA,
1999).

Porém, quando a planta medicinal é trabalhada e
industrializada para se obter um medicamento, o resultado € o
fitoterapico. Este processo de industrializacdo evita contaminacgbes
(microorganismos, agrotoxicos entre outras substancias estranhas),
padroniza a quantidade e a forma certa a ser usada, permite maior
segurancga para pesquisa e posterior utilizacdo (ANVISA, 1999).

Os medicamentos  fitoterapicos sdo  obtidos
empregando-se exclusivamente derivados de principio vegetal (extrato,
tintura, oleo, cera, exsudato, suco, entre outros). Devendo seguir padrées
de qualidade da ANVISA como todos os medicamentos, apresentando
efeitos terapéuticos comprovados, composi¢ao padronizada e seguranca
para consumo (ANVISA, 1999).

Para garantir eficacia e seguranga, estudos
etnofarmacologicos, documentagbes tecnocientificas em bibliografia e
publicagdes indexadas além de estudos farmacolégicos, toxicologicos,
pré-clinicos (in vivo e in vitro) e clinicos devem ser realizados para
validacdo (ANVISA, 1999).

A qualidade deve ser alcangada adotando padrbes
como o controle de matéria-prima, produto acabado, embalagem,
formulagéo farmacéutica manipulada e estudos de estabilidade final do
fitoterapico. Quando industrializados, os fitoterapicos devem obter registro
na ANVISA e no Ministério da Saude antes da distribuicdo e venda
comercial (ANVISA, 1999).

Ainda € comum o comércio de plantas medicinais na
forma de suplementos nutricionais. Assim a inscricdo é realizada no
Ministério da Agricultura, aonde sdo direcionados para suplementacgéo
nutricional e ndo sao submetidos ao controle de qualidade realizado em
produtos fitoterapicos. Nao existe o controle rigoroso sobre substancias e

quantidades declaradas nos rétulos, bem como possiveis compenentes
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quimicos presentes na formulagao, os quais podem resultar em interagbes

indesejaveis (Turolla, 2006).

2.1.3 Legislagdo para os produtos fitoterapicos

“A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA,
€ autarquia especial vinculada ao Ministério da Saude, criada pela Lei
n°.9.782, de 26 de janeiro de 1999, regulamentada pelo Decreto n°.3.029,
de 16 de abril de 1999, e tem por finalidade institucional promover a
protecao da saude da populacéo, por intermédio do controle sanitario da
producdo e da comercializacdo de produtos e servigos submetidos a
vigilancia sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos
e das tecnologias a eles relacionados” (ANVISA, 1999)

A definicdo de produto fitoterapico segundo a
Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude do Brasil
(Portaria n°6) relata que a transformac&o de uma planta em medicamento
deve preservar a integridade quimica e farmacologica do vegetal,
assegurando constante acao biolégica e seguranga da sua utilizagdo,
valorizando seu potencial terapéutico. (Brasil, 1995 b)

Para uma planta chegar a ser um medicamento
fitoterapico, estudos prévios devem ser realizados. Nestes, sdo avaliados
0os aspectos botanicos, agronémicos, fitoquimicos, farmacolégicos,
toxicoldgicos, de desenvolvimento de tecnologias analiticas e
tecnoldgicas. (Brasil, 1995 b). Os objetivos destes estudos estao

dispostos no quadro abaixo.
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Quadro 1 - Metodologia de analise fitoquimica segundo Sonaglio et al.,

1999.

Estudo

Descricdo

Estudos
Botanicos

Estudos
Agronomicos

Estudos
Fitoquimicos

Estudos de
Atividades
Bioldgicas

Estudos de
Desenvolvimento
de Metodologias
Analiticas

Objetivam a identificacdo da espécie vegetal. E realizado analisando
caracteristicas anatdbmicas e morfoldgicas, evidenciando suas
peculiaridades da espécie e em Ultima instancia, que seja matéria prima
vegetal. E importante detectar as caracteristicas botanicas
comparativas e, caso necessario, identificar a presenca de um ou mais
espécimes adulterantes.

Objetivam a producdo homogénea e abundante de matéria-prima
vegetal, preservando a espécie e mantendo a biodiversidade. Estes
estudos investigam a otimizacdo da produgdo de biomassa e de
constituintes bioativos através de estudos edafo-climaticos (estudos
que avaliam a relacdo planta-solo-clima para plantio, influenciando o
desenvolvimento das culturas e também definindo os sistemas de
producdo.), de micropropagacdo, inter-relacdes ecoldgicas, densidade
de plantio, necessidades nutricionais, ocorréncia de pragas,
beneficiamento e armazenagem, além de possivel melhoramento
genético da espécie.

Responséveis pelo isolamento, elucidacéo estrutural e identificacdo dos
constituintes mais importantes dos vegetais. S&o estudados diversos
compostos, entre 0s quais, as substancias originarias do metabolismo
secundario, responsaveis ou ndo pela acdo bioldgica. Dentre estes, 0
estabelecimento de marcadores quimicos passiveis de serem
monitorados, possibilitando estudos de estabilidade dos produtos
intermediario e final (polifendis e taninos, por exemplo).

Incluem nesta etapa a avaliacdo de atividade farmacoldgica e
toxicoldgica de substancias isoladas, fracGes obtidas ou extratos totais
do vegetal. Este é um aspecto fundamental a ser estudado para avaliar
a transformacéo da planta em produto fitoterapico.

Os métodos analiticos garantem a constancia de acao terapéutica e a
seguranca de utilizacdo do fitoterapico além de possibilitar a avaliar
aspectos relativos a obtencdo da homogeneidade dos lotes de
producgéo. Podem ser avaliados sob duas formas:

a) Avaliar a substéncia ativa (ou grupo destas) e o perfil qualitativo dos
constituintes quimicos de interesse, presentes estes na matéria-prima
vegetal, produtos intermediarios e produto final.

b) avaliacdo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos produtos
tecnologicamente transformados, podendo interferir sobre o perfil
biofarmacéutico do produto fitoterapico.
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2.1.4 Aliofilizagdo conservando os principios ativos das plantas

‘A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aprova a liofilizagdo como um método para conservagéo de alimentos.
Esta regulamentacédo é determinada pela Comisséo Nacional de Normas
e Padrdes para Alimentos, de acordo com o artigo n® 64, do Decreto Lei
n°986, de 21 de outubro de 1969“ (Anvisa, 1978).

A liofilizagéo ou desidratacéo a frio € uma forma para
remoc¢ao do liquido de diversos tipos de materiais. Possibilita o aumento
da vida util do produto uma vez que com a diminuicdo da atividade de
liquidos ha a reducgéo do peso e do volume, permitindo a estocagem por
longo periodo de tempo sem alterar as caracteristicas fisico-quimicas do
material (Harris, 2002; Tatini Junior, 2008).

O processo de desidratagdo ocorre por meio da
sublimacdo do solvente, geralmente agua, transformada em gelo apos o
congelamento do produto a ser processado. Para que ocorra a
sublimacédo do gelo e nado a evaporagdo da agua como ocorre nos
processos tradicionais. O material deve permanecer no estado de
congelamento e inerte durante quase toda a fase da secagem. A agua ira
sublimar do estado sélido (gelo) para o gasoso (vapor) quando as
moléculas tiverem energia suficiente para ficarem livres, mas sem
condi¢des de formar liquidos (Harris, 2002; Tatini Junior, 2008).

Neste processo, alguns cuidados devem ser
observados. E fundamental a utilizacdo de um equipamento com um
condicionador de ambiente adequado e poténcia suficiente para manter
as condicbes ideais de temperatura e pressdao. As substancias
apresentam diferentes valores de temperatura e pressdo maxima para
que ocorra o processo de liofilizagcdo. A agua pura apresenta o limite
superior de temperatura ao qual pode ocorrer esta passagem com 0.°C e

pressédo maxima de 4,58 mmHg. Normalmente deve-se operar em
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temperaturas inferiores a —20 °C e em pressdes inferiores a 0,25 mmHg.
(Coelho Junior, 2008). Por exemplo, ser realizado o processo com a
temperatura a 0 °C e mantendo a pressdo abaixo de 0,06 Atm. Em
camara a vacuo, a agua alcangara a temperatura suficiente para derreter,
mas nao tera a presséo para formar um liquido passando por sublimacgéao
para forma de gas (Harris, 2002; Tatini Junior, 2008).

A temperatura de congelamento varia em funcédo da
natureza e concentracdo da substancia dissolvida. O processo de
congelamento deve ser rapido, para que sejam formados micro-cristais de
gelo sem danificar a membrana celular. Quando o congelamento € lento
os cristais formados sdo grandes levando ao rompimento da membrana
celular, causando a perda do liquido citoplasmatico. No congelamento
rapido, a estrutura do produto mantém-se intacta, s&o conservadas
caracteristicas originais permitindo apos a re-hidratagdo a recomposigao
normal (Harris, 2002; Coelho Junior, 2008; Tatini Junior, 2008)

A liofilizacédo é o processo que possibilita a remocgéo da
agua contida em um produto. As estruturas protéicas e o conteudo de
vitaminas, especialmente as termolabeis, s&o preservadas uma vez que o
calor ndo é aplicado ao produto. Assim, caracteristicas sensoriais como

sabor, odor e aroma dos produtos n&do séo alterados (Harris, 2002).
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2.2 Punica granatum L.

2.2.1 Histérico

A Punica granatum L. é um arbusto lenhoso,
ramificado, da familia Punicaceae, nativa da regido que abrange, desde o
Ir4 até o Himalaia, ao noroeste da india. Tem sido cultivada desde ha
muito tempo por toda a regido Mediterranea da Asia, Africa e Europa.
Tem folhas pequenas, rijas, brilhantes e membranaceas, flor disposta nas
extremidades dos ramos, de cor vermelha-alaranjada e frutos esféricos,
com muitas sementes em camadas, as quais se acham envolvidas em
arilo polposo, conhecido no Brasil pelo o nome de roma (Lorenzi; Souza,
2001; Sheets et al., 2004; Werkman et al., 2008)

Tem importancia milenar, esta presente nos textos da
Biblia sendo associada as paixdes e a fecundidade humana. Na Grécia
era considerada um simbolo do amor e fecundidade, representando vida,
renascimento e indissolubilidade do casamento. Sua arvore € consagrada
a deusa Afrodite, pois se acreditava em seus poderes afrodisiacos. Em
Roma, a roma era considerada nas cerimdnias e nos cultos como simbolo
de ordem, riqueza e fecundidade (Morton, 1987).

Na religido judaica a Punica granatum L. tém um
profundo significado no ritual do ano novo, representando simbolicamente
que, o ano que chega, sempre sera melhor do que aquele que vai
embora. Esta é originada pela histéria quando os judeus chegaram a terra
prometida, apés abandonarem o Egito, os 12 “espias” que foram enviados

para aquele lugar voltaram carregando romas e outros frutos como
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amostras da fertilidade da terra que Jeova (Deus) prometera (Morton,
1987; Manica, 2007).

Foi usada em rituais de Zoroastro na Pérsia antiga,
onde a beleza de seu arbusto, flores e frutas simbolizam sanidade,
fertilidade e abundéancia (Morton, 1987).

No budismo, a Punica granatum L. representa a
esséncia de influéncias favoraveis. No Japéao, ela é conhecida como
Kishimojin e é consumida por mulheres inférteis. Na China é representada
na arte da ceramica, também simbolizando fertilidade e abundéncia. No
Cristianismo, representa ressurreicdo, vida eterna e fertilidade. No
islamismo também tem um papel especial como simbolo de fertilidade e
abundancia (Langley, 2000).

Na Idade Média era freqlientemente considerada como
fruto cortés (a realeza consumia tornando-o um fruto da elite), aparecendo
também nos contos e fabulas de muitos paises. Os povos arabes
salientavam os poderes medicinais dos seus frutos e como alimento
(Manica, 2007). Além de aparecer citada em varias tradigbes primordiais,
a Punica granatum L. é também utilizada em escudos de associagdes
médicas (Morton, 1987).

Tanto a planta como o fruto, sdo utilizados em
residéncias ou em banquetes para efeito decorativo com a beleza de suas
flores e seus frutos, além de utiliza-lo como cerca viva ornamental.
Segundo uma antiga crenca popular, se levadas na carteira trés sementes
de rom3, "dinheiro nunca ha de Ihe faltar" (Manica, 2007).

O seu cultivo é realizado em mais de 100 paises do
mundo. Dos paises do Mediterraneo, atravessou o Atlantico e acabou
aportando no Brasil, onde encontrou condi¢cdes favoraveis para um
crescimento vegetativo, florescimento, frutificagéo e producgéo de frutos de
primeira qualidade. O seu maior interesse no mundo esta no seu cultivo

para o consumo como fruta fresca. Também tem a sua aplicagdo em
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clinicas especializadas no campo da medicina moderna e para receitas

especializadas (Manica, 2007).

2.2.2 Utilizag&o e estudos ja realizados

Preparos obtidos de diferentes partes da Punica
granatum L. (flor, fruto e casca da arvore) tém sido popularmente usados
para tratar varios problemas de saude, predominantemente gastro-
intestinais (Ross et al., 2001). O suco da por¢céo que envolve as sementes
da Punica granatum L., € usado como terapia para ulceras bucais e
genitais, alivia dores de ouvido e é utilizado no tratamento de dispepsia,
diarréia e hanseniase. As flores s&o usadas para tratamento da doencga
periodontal, prevenindo a perda dentaria; possuem atividade adstringente
e hemostatica e sdo utilizadas no tratamento do diabetes mellitus. Os
brotos das flores, secos e pulverizados, sdo usados como remédio para a
bronquite (Langley, 2000). No México, preparagbes de diferentes partes
da fruta sdo usadas para tratamento de diarréia, aftas, parasitismo,
abscessos, tosse, angina, inflamacéao urinaria e injurias da pele (Navarro
et al., 1996).

Embora muitos trabalhos cientificos ja tenham sido
realizados, estudando as propriedades medicinais da Punica granatum L.
obtemos informagdes mais precisas a respeito do potencial farmacolédgico
dessa planta que vem sendo usada de forma indiscriminada ultimamente.
Dentre os diversos componentes fitoquimicos da planta, destacam-se
polifendis, contendo os flavonédides e as antocianinas (punicalgina e acido
elagico). Estes componentes sao responsaveis por potente agao
antioxidante (diminuindo os valores sanguineos de LDL), antiinflamatéria
e analgésica (Afaq et al., 2004; Pereira et al., 2005); e pela capacidade

bioldégica anti-esclerosante (Seeran et al., 2004; Hidaka et al., 2005). A
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roma também é uma fonte rica em taninos, pectinas (Prashant et al.,
2001; Hidaka et al., 2005), glicosideos e agucares (Ross et al., 2001) e
alcaloides que podem ser toxicos em altas dosagem (Vidal et al., 2003).

As diferentes concentragbes dos componentes
fitoquimicos dependem de como é realizada a extracéo (Seeran et al.,
2004). Prashant et al. (2001) comprovaram que, com diferentes
processamentos para a extracdo, sdo obtidas além de concentracdes
diferentes, diferentes componentes ativos retirados das plantas. O
processamento com petréleo-éter (60-80%) enfatiza a remocdo de
esterois; com cloroférmio (CHCI3), metanol (MeOH), taninos e alcalbides,
e com agua (H20), taninos.

Encontramos na literatura diversos autores relatando
propriedades de plantas como a Punica granatum L., Carthamus lanatus,
Cirsium tenoreanum, Buchholzia coriacea entre outras. Relataram suas
capacidades antimicrobianas e antivirais, sendo que, em alguns casos, foi
estudada a citotoxicidade destas plantas (Taskova et al., 2002; Ajaiyeoba,
2003; Loizzo, 2004).

Katsube et al. (2003) estudando componentes
fitoquimicos das frutas vermelhas, com énfase nos pigmentos fendlicos
observaram em maior abundancia as antocianinas. A antocianina possui
atividade antioxidante, participando como mediadora das funcdes
fisiologicas relacionadas a supressao do cancer, uma vez que age como
inibidora de crescimento celular. Os flavonoides, também encontrados em
abundancia nestas frutas vermelhas, com capacidade de induzir células
cancerigenas a apoptose. Desta forma, a associacédo de flavondides e
antocianinas é importante na preveng¢ao do cancer.

Pereira et al. (2005) avaliaram, o potencial mutagénico
e quimioprotetor do extrato alcodlico da Punica granatum L., por meio do
teste de micronucleo. Utilizando camundongos swiss machos. Os autores
estudaram o efeito mutagénico da roméa, administrando uma dose Unica

de PG em diferentes concentragbes (12,5; 25; 50; 75 mg/kg), vinte e
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quatro horas depois, a medula éssea foi removida e realizado o estudo do
micronucleo dos eritrocitos. Os autores concluiram que a Punica
granatum L. produzia reducdo dose-dependente significativa (Tukey e
ANOVA p<0,05) na frequéncia de células micronucleadas, mostrando que
a dose unica nao induziu a formagao de micronucleos.

Pereira et al. (2005) avaliaram o efeito quimioprotetor
do extrato alcodlico de Punica granatum L., em diferentes concentracdes
(12,5; 25; 50 e 75 mg/kg), através de dois protocolos que utilizaram a
ciclofosfamida, potente imunosupressor utilizado no tratamento do cancer
de alta capacidade proliferativa neoplasica (Garcia et al. 2004). O extrato
alcoolico de Punica granatum L. foi administrado no grupo 1 por dez dias
antes da administracao de ciclofosfamida; no grupo 2, o extrato de Punica
granatum L. foi ministrado por dez dias depois da ministragcdo do
medicamento. Foram retiradas as medulas 0sseas e realizados os testes
de micronucleo nos diferentes grupos. Os dados obtidos indicaram o
potencial quimioprotetor do extrato da Punica granatum L. na prevengao e
reversao dos danos ao DNA.

Afaq et al. (2004) relataram que, para a prevencéo do
cancer, agentes com capacidade de intervir em mais de um ponto critico
no processo da carcinogénese, tém vantagem sobre agentes de unico-
alvo. Para avaliar o potencial antineoplasico da Punica granatum L., foi
feito o extrato utilizando acetona como meio de depuracgéo e esta solugao
foi aplicada em ratos CD-1. A aplicagao toépica (2 mg/rato) foi realizada 30
minutos antes da aplicacdo de TPA, potente indutor na formacéo de
cancer de pele (3.2 nmole/rato). Foi verificada inibicdo significativa, de
forma tempo-dependente. Os resultados evidenciaram os efeitos anti-
tumorais do extrato da Punica granatum L. em ratos CD-1, por meio da
inibicdo dos biomarcadores da promog¢ao do tumor, sugerindo que talvez
exerca atividade quimio-preventiva, em outros modelos do tumor. Ainda
sdo necessarios novos estudos para avaliacdo do componente presente

no extrato de Punica granatum L., que apresente estas funcgdes.
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Adams et al. (2006) relataram que a Punica granatum
L. em forma de suco pronto e comercializado (POM Wonderful — Los
Angeles - CA), reduz de forma dose-dependente a expressao da proteina
de COX-2. Os testes foram realizados em cultura de células de céncer de
colon (HT-29) e normatizados para 50mg/L da punicalagina. Foi
observada a supressdo de 79% da expressdo da proteina de COX-2.
Comprovando sua agao antiinflamatéria.

Aviran et al. (2000) testaram o efeito antioxidativo do
suco de Punica granatum L. (POM Wonderful — Los Angeles -CA),
realizando testes em humanos. O estudo foi desenvolvido em duas
etapas; na primeira, os voluntarios (entre 20 e 35 anos, saudaveis, nao
estando sob tratamento médico) receberam 50 mL de suco de Punica
granatum L. por dia (1.5 mol total de polifendis), durante duas semanas.
Em uma segunda etapa, os participantes ingeriram de 20 a 80 mL/dia
(0.54-2.16 mol total de polifendis/dia), durante 10 dias. Os autores por
meio de exames sanguineos verificaram que o suco de Punica granatum
L. diminui a formacao de placas ateromatosas nas artérias.

Neurath et al. (2004), em estudo in vitro, verificou que o
suco de Punica granatum L. possui inibidores para o envelope do virus
HIV-1, correspondendo a uma classe de drogas anti-retrovirais ainda
escassas. Ele atuava bloqueando o sitio de ligagdo entre o virus e o
linfébcito T CD4, porém, este mecanismo ainda nao foi completamente
esclarecido.

A acgéo do suco de Punica granatum L. na diabetes foi
estudada por Huang et al. (2004). Segundo os autores, o suco de Punica
granatum L. apresenta um componente denominado GA (acido 3,4,5-
trinidroxibenzoico), com propriedade de ativar PPAR-o, molécula
importante no metabolismo, quando induzida sua expressdo ocorre a
melhora na sensibilidade dos receptores de insulina a glicose, atuando
sobre o diabete tipo Il. Este mesmo componente age diminuindo as

citocinas pré-inflamatérias (minimizando desordens inflamatérias) e
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induzindo a contragdo e o relaxamento endotelial, prevenindo doencgas
vasculares.

Ross et al. (2001) estudaram a acdo da Punica
granatum L. sobre a resposta imune, procurando enfatizar a resposta
humoral. Para tanto, foi utilizado o extrato aquoso na dose de 100mg/kg,
via oral, na agua de beber dos animais. Para o experimento foi aplicado
0,1mL do derivado puro de proteina subcutaneamente em coelhos e
avaliada a migracéo leucocitaria usando o teste de aglutinagéo, no tubo
de Widal. Os resultados mostraram aumento, tanto para a resposta
humoral, quanto para a mediada por células, nos animais que receberam
a Punica granatum L., mas os autores enfatizaram a necessidade de
avaliacdo dos métodos destas respostas. Pereira et al. (2005) também
citaram a atividade imunomoduladora da Punica granatum L.

Werkman et al. (2008) enfatizaram a
multifuncionalidade desta fruta como fitoterapico, descrevendo a
capacidade antimicrobiana e antiinflamatoria, além de acdes terapéuticas
na odontologia e em especialidades médicas.

Toi et al. em 2003 estudaram a inibicdo de
angiogenese pelos constituintes do extrato de PG, os autores explicaram
que esta ocorria devido a diminui¢cdo do fator de crescimento endotelial
em células de cancer de mama MCF-7 e linhagem de células endoteliais

de cordao umbilical.

2.3 Testes de Citotoxicidade

Os protocolos sugeridos para estudos de
medicamentos, inclusive de medicamentos fitoterapicos, sdo extensos e
repletos de questdes éticas. A complexidade dos estudos tem o objetivo

de garantir a auséncia da toxicidade e a efetividade terapéutica dos
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medicamentos de acordo com o que é determinado na Declaragdo de
Helsinki (Simbes et al. 1999, Schmalz, 2002).

Para os fitoterapicos, os processos de estudo sao
extensos até que uma planta tenha sua agdo comprovada ou ndo. A
planta € avaliada em diferentes etapas, na etapa botanica é feita a
confirmacéo e identificagdo da planta recebendo esta uma certificagcéo
(exsicata). Na etapa farmacéutica, acontecera o preparo da formula
farmacéutica a ser administrada, tendo a qualidade, uniformidade e
estabilidade garantidas para os testes pré-clinicos e clinicos (Simbes et
al., 1999; Rogero et al., 2003).

Assim, ensaios farmacodindmicos e toxicolégicos
devem ser realizados em diferentes niveis: pré-clinicos e clinicos,
avaliando a relacédo risco/beneficio. Na etapa de ensaios pré-clinicos
temos ensaios biolégicos de forma geral, testes laboratoriais in vitro e in
vivo com células e animais respectivamente. Quando autorizados os
testes que avaliam a citotoxicidade in vitro (primarios) e quando obtidos
resultados satisfatérios nos testes primarios, os testes de
biocompatibilidade in vivo (secundarios) deverao ser realizados (Camps et
al., 1992).

Quando no organismo, o fitoterapico passara por
diversos processos quimicos de biotransformagdo que possivelmente
originardo um ou mais produtos, sendo que alguns destes podem ser ou
tornarem-se toxicos. O estudo bioldégico do produto fitoterapico deve
iniciar a partir da observagao do mecanismo de agcado dos componentes
citotoxicos presentes no fitoterapico, os testes in vitro sdo os eleitos para
iniciar este tipo de avaliagédo (Rogero et al., 2003;).

De acordo com o Orgéo Internacional de Padronizagéo
(International Standard Organization - I1SO), ensaios in vitro sdo o0s
primeiros testes para avaliar o quanto um material € biocompativel ou
nao. Para tanto, sdo publicados documentos normatizando as diversas

etapas experimentais. Diversos sdo os testes de citotoxicidade descritos
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na ISO 10993, que padronizam e orientam as formas que estes devem
ser conduzidos, entre eles os testes utilizando a cultura celular (ISO,
1999).

Muitas pesquisas s&o desenvolvidas utilizando os
estudos de citotoxicidade para avaliar medicamentos in vitro. O modelo de
eleicdo é o realizado com cultura de células que podem ser obtidas
através de cultura primaria (explante) ou compradas comercialmente
(Camargo et al., 2008). Através destes estudos podem ser realizadas
avaliacbes prévias do comportamento biolégico dos fitoterapicos em
diferentes tecidos (Schmalz, 2002; Cavalcanti et al., 2005; Wang et al.,
2006).

Os estudos com cultura de células séo passiveis de
determinar efeitos citotdxicos dos materiais que permanecerao em contato
com tecidos humanos e devem ser feitos através de técnicas rapidas,
reprodutiveis e monitorados os efeitos ao longo do tempo experimental
(Schmalz, 2002; Cavalcanti et al., 2006).

2.3.1 Cultura celular

A cultura celular consiste no conjunto de técnicas que
permitem o cultivo e a manutencéo de células fora do organismo do qual
sao provenientes. Estas sdo mantidas preservando caracteristicas
préprias como a capacidade de desagregacdo (mecéanica ou enzimatica)
do tecido original. Existem culturas a partir de tecidos animais (incluindo
tecidos humanos) e vegetais.

Em diversas pesquisas (Vilela et al., 2002; Rogero et
al., 2003; Daguano et al., 2007), testes in vitro s&o realizados em culturas
de células por estas poderem ser armazenadas por um periodo bastante

longo, permanecendo viaveis quando descongeladas. Entre as vantagens
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da cultura celular estdo: a possibilidade de estudar fendmenos
inacessiveis em tecidos intactos; e a obtengdo de células com boa
homogeneidade e bem caracterizadas (em nivel fisiolégico e funcional).

Entretanto, faz-se necessario controle e constante
observacao das células cultivadas, avaliando possiveis instabilidades das
caracteristicas celulares e perda de caracteristicas fenotipicas, o que
pode inviabilizar a utilizagcdo desta. Assim, sdo necessarios operadores
experientes para a utilizagdo da técnica de cultura celular, que apresenta
limites para a extrapolacdo dos resultados obtidos do modelo para o
organismo intacto (Vilela et al., 2002; Rogero et al., 2003; Daguano et al.,
2007).

No entanto, as aplicagbes da cultura de células na
producao de vacinas antivirais, na compreensdo de fendbmenos de
neoplasia, no estudo da imunologia e em ensaios de farmacos e
cosméticos in vitro, compensam largamente todo o investimento em
recursos econdmicos e humanos que exigem. S&o duas as formas de
obtencdo da cultura celular. A cultura primaria e cultura secundaria,
classificadas a partir da forma que estas células séo obtidas (Vilela et al.,
2002; Rogero et al., 2003; Daguano et al., 2007).

2.3.2. Cultura celular primaria

A cultura primaria é preparada diretamente dos tecidos
de um organismo. Quando obtido o fragmento de tecido, este é colocado
em uma placa de petri com meio proprio para o inicio do cultivo celular
acrescido de 10% de Soro Bovino Fetal (SBF). O tecido pode ser
fragmentado ap6s a bidpsia ou colocado integro (inteiro) para os

procedimentos subseqlientes de crescimento celular (Soriano, 2005).
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Uma vez na placa, com meio de cultura especifico para
a célula a ser cultivada e com nutrientes necessarios para citotoxicidade,
as células entram em mitose, tomando o fundo da placa onde estdo. Um
exemplo de cultura primaria acontece na obtencdo de fibroblastos de

mucosa oral humana a partir de uma bidpsia (Soriano, 2005) (Figura 1).

Figura1 - Esquema para obtencdo de uma cultura primaria a partir de um
explante.

Muggleton-Harris e Hayflick, em 1976, postularam que
todo tipo de célula normal tem um potencial intrinseco limitado de
citotoxicidade, sendo o nucleo responsavel pelo controle do numero de
divisdes que cada célula vai realizar.

As células originadas de culturas primarias apresentam
um periodo de vida limitado variando com o tipo de tecido e espécie. O

numero de divisbes mitdticas, também chamadas “passagens”, séo
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limitadas devido a pré-determinagdo genética, capaz de controlar o
numero de geragdes celulares. Em um dado periodo de suas vidas, estas
células entram em estado de senescéncia, entram em estagio Go (sem
atividade metabdlica) e posteriormente morrem (Maluf, Pompéia, 2005;
Antonialli Junior, 2008).

2.3.3. Cultura celular secundaria

A cultura celular secundaria compreende a obtencgao de
uma cultura imortalizada a partir de células retiradas de uma cultura
primaria, com alteracdes genéticas nucleares ou linhagens celulares
obtidas (Martins et al., 2005).

No processo de alteracdo molecular pode ocorrer a
transformacdo de uma célula normal para célula neoplasica. Quando
reportamos ao ciclo celular e suas fases (G1, S, G2, M), sdo observados
diferentes conjuntos de genes expressos ou né&o (“ativados” ou
“silenciados”) (Martins et al., 2005).

Os genes estdo envolvidos no controle do ciclo e da
citotoxicidade celular. Caso existam alteragbes, a proteina resultante da
sintese de seu produto podera ndo ser constituida ou ter sua fungéo
alterada. Se esta proteina for importante para determinado passo do ciclo,
a sequéncia de eventos programada pelo cddigo genético sera alterada. A
célula podera entao ter trés comportamentos distintos: a corre¢cao do erro
através de mecanismos de reparo do DNA; apoptose; ou alteragao
permitindo sua perpetuagdo, sendo esta nova condi¢gédo transmitida para
as células filhas (Belizario, 2002).

Esta ultima opgéo origina uma populagdo de células

com alteragdes no DNA e nos mecanismos de controle da divisédo e da
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citotoxicidade celular, de forma irrestrita, contribuindo para transformacéo
do fendtipo celular (Belizario, 2002).

A obtenc&o de uma linhagem de células transformadas
€ possivel a partir da coleta de células de um tumor maligno, colocando-
as em meio de cultura para crescimento. Em cultura, apresentardo padrao
de crescimento diferente das células extraidas de tecidos normais, porém
serdo mantidas caracteristicas como: crescimento independente de
mecanismos de ancoragem, menor necessidade de fatores de
crescimento para proliferarem e auséncia de inibicdo por contato. Essas
caracteristicas conferem a condi¢ao de células transformadas. (Martins et
al., 2005).

Também é possivel a obtencdo de células
transformadas a partir de alteragcbes moleculares no nucleo de células
originarias de uma cultura primaria. Com a manipulacao estas células ndo
entrardao em Go, acarretando um comportamento andmalo, que
compromete o ciclo de crescimento e citotoxicidade, sendo consideradas
desta formas imortais. As linhagens celulares estabelecidas a partir de
células imortalizadas passam a dividir indefinidamente. Elas permanecem
com algumas caracteristicas semelhantes as células normais em cultura
como a adesdo ao substrato, a necessidade de fatores de crescimento,
caracteristica de inibicdo por contato e manter um padrao de crescimento
organizado em monocamadas. Apesar de imortalizadas, essas células
ainda dependem do meio adequado para crescer e se dividir. (Martins et
al., 2005).

As células imortalizadas e transformadas apresentam
caracteristicas semelhantes as células cancerosas, mas ndo podem ser
consideradas como tal, pois para esta classificacdo, precisam adquirir a
propriedade de gerar metastase (Martins et al., 2005).

Estas células podem ser obtidas comercialmente
através de centros de pesquisa, laboratérios, empresas farmacéuticas,

entre outros, sempre com certificacdo de procedéncia e qualidade.
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Quando é obtida uma linhagem de células (neoplasicas
ou nao), estas sdo enviadas ao laboratério ou comprador em frascos de
cultura fechadas com meio de cultivo celular completando todo o volume
interno e com as células aderidas ao fundo. No momento que chegam ao
laboratorio estas células sdo removidas da garrafa de origem e

transferidas para novas garrafas para o crescimento (Figura 2).

As células compradas, foram recebidas em garrafa ‘ |
de 75cm?, com as células dispostas em seu fundo e ELTLRASECLAD RS
meio compleiandu todo o espacgo da garrafa CELULAS CONCENTRADAS NO FUNDO DO TUBO, SERAD

RESSUSPENDIDAS EM NOVO MEIQ ACRESODO DE SBF10%,
ENTAO AS CELULAS SERAD COLOCADAS EM NOVAS

‘GARRAFAS COM MEIOQ E SUPLEMENTO PARA CRESCIMENTO

Figura2 - Desenho esquematico de obtencdo e cultivo de células por
cultura secundaria.

2.4 Testes de citotoxicidade com fitoterapicos

O teste de citotoxicidade de produtos fitoterapicos é de
fundamental importancia, pois o uso indiscriminado dos mesmos pode
determinar reacdes adversas, intoxicagcbes, lesbes no organismo do
paciente acarretando riscos a saude humana (Taskova et al., 2002;
Ajaiyeoba, 2003; Rogero et al., 2003; Garcia, 2004; Loizzo, 2004).

Pesquisadores buscam medicamentos atuantes sobre
células neoplasicas, seja suprimindo seu crescimento ou induzindo-as a
morte. Porém, este medicamento n&o deve agredir células normais do
organismo (Katsube et al. 2003; Yang et al., 2006).
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A partir destes estudos, é possivel fazer uso das
propriedades terapéuticas de cada planta, sem riscos para os tecidos
humanos saudaveis (Garcia, 2004). Diferentes s&o os testes realizados
para avaliar o efeito citotéxico de uma substancia, seja por agao letal
sobre animais ou sobre cultura de células.

Vidal et al. (2003) estudaram a acado citotoxica da
Punica granatum L. sobre embrides de ratos Wistar, constatando que,
menos de 0,1mg por embrido, néo foi na dose toxica. Reportaram também
que a DLsp administrada intraperitoneal, era de 731,1 mg/kg, com
intervalo de confiangca entre 565-945 mg/kg. Os autores relatam que a
toxicidade provavelmente se devia a presenca de alcaldéides no extrato

hidroalcodlico da Punica granatum L.

2.4.1 Testes com fitoterapicos e cultura celular

Normalmente os testes de citotoxicidade in vitro sao
realizados de diferentes formas. Colocando os produtos a serem testados
em contato com os locais onde posteriormente serdo colocadas as
células, realizando assim um teste com contato indireto com a confecgao
de corpos de prova que serdo colocados em contato com o recipiente e
removidos antes das células serem colocadas (Camargo et al., 2008) ou
colocando o produto a ser testado diretamente no meio de cultura celular
(Ahmed et al., 2005).

Ahmed et al. em 2005, mostrou em seus experimentos
com células de linha condroblastica a acdo da Punica granatum L. sobre
condrocitos humanos, demonstrando que o fragbes separadas do extrato
de Punica granatum L. com altas doses de antocianinas inibiram a
expressao de IL-1Beta e Metaloproteinases (MMPs 1, 3 e 13),

marcadoras classicas de inflamacgéo e degradagao destas células.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi investigar in vitro e
utilizando analise quantitativa e qualitativa, os efeitos da Punica granatum
L. em diferentes concentracdes, sobre duas linhagens de células,

fibroblastos de mucosa bucal humana e uma linhagem de célula

cancerigena.



4 MATERIAL E METODO

A toxicidade da Punica granatum L. (PG) foi avaliada,
utilizando cultura de células, por meio da resposta de fibroblastos
humanos (FLM) e de uma linhagem de células cancerigenas (KB). Os
testes foram realizados levando-se em conta a viabilidade e a
citotoxicidade das células quando em contato com a PG em diferentes
concentragdes. O controle positivo utilizado foi uma cultura sem PG e o
controle negativo o meio de cultura adicionado de solugdo de Tryton a
1%. A capacidade de resisténcia ou viabilidade celular foi observada no
periodo de 24 h e a sobrevivéncia e citotoxicidade celular por sete dias. O
projeto deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Ibirapuera, com protocolo n°. 298/07 (Anexo 1).

4.1 Instituicdes envolvidas

O projeto deste estudo foi idealizado e elaborado na
Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual “Julio Mesquita
Filho” - UNESP de Sao José dos Campos/SP. Para sua realizagdo houve
cooperacao de diversos nucleos de estudo no Brasil. Desta forma, a
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) forneceu o extrato do
fitoterapico, em forma de gel, utilizado nos experimentos e a Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) foi responsavel pela identificacao

botanica da planta e pela quantificacdo bioquimica do extrato. No
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Laboratério de Bioodontologia da Universidade Ibirapuera (UNIB), foram

realizados os testes de citotoxicidade em cultura celular.

4.2 Liofilizacao

Para melhor conservagdo do extrato de PG, e para
manter suas propriedades fitoterapicas por tempo prolongado, permitindo
manipular de forma adequada as concentragdes necessarias para o
experimento, o gel foi submetido ao processo de liofilizacdo no
Laboratorio de Quimica da Universidade de S&o Paulo. O produto
desidratado obtido foi embalado em sacos de polietileno que foram, em

seguida, hermeticamente fechados.

4.3 Obtencéao das solucdes padronizadas de PG

No Laboratorio de Bioodontologia da Universidade
Ibirapuera, o material liofilizado foi acondicionado em tubos com 6 g cada
um, os quais foram mantidos sob vacuo em dessecador (Vidrolabor — S&o
Paulo/ SP - Brasil).

Para obtencdo das solugdes padronizadas de PG
utilizadas para os testes de citotoxicidade, 0,1 mg do material liofilizado foi
colocado em 10 mL de meio de cultivo e homogeneizados em vortex
(Quimis Q-220-B — Sao Paulo/SP - Brasil) até a dissolugao total do soluto.
O meio de cultura foi selecionado de acordo com o tipo de célula a ser
cultivada. Foram preparadas solu¢des contendo o equivalente a 12,5 mg

de extrato de PG em cada 10 mL do meio de cultura. Em seguida, as
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solugdes foram colocadas em seringas descartaveis estéreis (DB
Plastipak — S&o Paulo - Brasil) e passadas em filtro com poros de 0,22 um
(Corning Inc.) objetivando a esterilizagdo das mesmas, e conservadas em
geladeira a 4° C.

A solucao de Triton (Sigma Aldrich Co.) adotada como
controle negativo foi preparada com a adicao de 1 mL de Triton a 10% em
9 ml de PBS e homogeneizada em vértex, sendo igualmente reservada
em geladeira.

Os meios de cultura utilizados para controle positivo
foram os proprios meios de cultura, que foram manipulados como
preconizado pelos fabricantes. Todos os grupos experimentais foram

suplementados com 10% de Soro Bovino Fetal no momento dos testes.

4.4 Cultura de células

A avaliacdo da citotoxicidade da PG foi realizada em
duas culturas celulares ja estabelecidas e mantidas no Banco de Células
do Laboratério de Bioodontologia da Universidade Ibirapuera.

A cultura de fibroblastos humanos de mucosa oral
(FLM) foi obtida por meio de cultura primaria originada de material de
explante de doador voluntario (Soriano, 2005). Foram realizados os
procedimentos de cultivo conforme demonstrado no esquema a seguir
(Figura 3).
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Figura3 - Desenho esquematico com imagens das etapas para obtencéo
da cultura primaria de fibroblastos humanos de mucosa oral
(FLM).

As células cancerigenas de Carcinoma Epiderméide
Oral Humano ATCC CCL-17 (KB) pertencem a uma linhagem comercial
adquirida através do Instituto Adolf Lutz e sdo mantidas no banco de
células do Laboratorio de Bioodontologia da Universidade Ibirapuera.

Os procedimentos de cultivo celular e os ensaios de
citotoxicidade do fitoterapico foram realizados no Laboratério de
Bioodontologia da Universidade Ibirapuera, em camara de fluxo laminar
(Esco Biotech, Sao Paulo, Brasil) evitando contaminacdo e
comprometimento do experimento.

Diferentes meios de cultivo foram usados dependendo
de cada tipo celular. Os fibroblastos de mucosa humana (FLM) foram
mantidos em garrafas de 75 cm? contendo meio Dulbecco modificado por
Eagle (DMEM) (Cutilab Materiais para Cultura de Células Ltda. — Sao
Paulo - Brasil) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF)
(Sigma Chem. Co., St Louis, MO, EUA). As células KB foram mantidas em
garrafas de 75 cm? contendo o meio Eagle (Sigma Aldrich Co., St Louis,
MO, EUA) suplementado com 1% de aminoacidos (Sigma Aldrich Co., St
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Louis, MO, EUA), 1% de piruvato (Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, EUA)
e 10% de SBF (Sigma Chem. Co., St Louis, MO, EUA).

4.5 Grupos experimentais

Em uma primeira etapa, foram delineados como piloto,
testes experimentais de viabilidade por 24 horas. Estes foram feitos com
diferentes concentragdes, com quantidade de polifen6is diferentes e
avaliando em quais concentracdes foi observada a morte das células as

células (Tabela 1).

Tabela1 - Concentragdes e quantidade de Punica granatum L. com
respectiva quantidade de polifendis testados para definir as
concentracdes a serem utilizadas nos testes de viabilidade.

Concentragdes  Volume (mL) Quantidade Morte celular no

testadas de PG Polifendis (%) teste piloto
50% 0.5 0,3 Sim
25% 0.25 0,15 Sim
12,5% 0.125 0,075 Sim
10% 0.1 0,06 Sim
7,5% 0.075 0,045 Sim
5% 0.05 0,03 Sim
2,5% 0.025 0,015 Sim
1% 0.01 0,006 Nao
0,8% 0.008 0,0048 Nao
0,5% 0.005 0,005 Nao
0,25% 0.0025 0,003 Nao
0,125% 0.00125 0,0015 Nao
0,062% 0.00062 0,000372 Nao

0,031% 0.00031 0,000186 Nao
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De acordo com as respostas obtidas, foram
estabelecidas seis diferentes concentracbes para a os testes de
viabilidade em triplicata.

A concentragado de 1% foi escolhida, pois foi a primeira
a ter células sobreviventes em 24 horas e as demais foram estabelecidas
dependendo da titulagao realizada com a solugédo inicial padronizadas de
PG a 1%.

Estas titulagbes foram realizadas com a diluicdo da
solugdo inicial de PG a 1% no meio de cultura, sendo estabelecidos
grupos experimentais com 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,062% e 0,031%
(Figura 4).
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Figura4 - Solucao base e diluicdes preconizadas de PG para os testes de
viabilidade.

4.6 Procedimentos para Cultura Celular

Para a realizagdo da cultura de células foram
realizados varios passos sequenciais que incluiram:

a) preparo prévio do material a ser utilizado;

b) descontaminacgao da area de trabalho e do material;

c) realizagao da cultura propriamente dita.
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Antes do inicio do experimento alguns cuidados foram
tomados para minimizar o risco de contaminag¢do. A limpeza de todas as
superficies, materiais e suportes presentes no interior da camara de fluxo
laminar foi feita com alcool 70° GL. Os materiais a serem utilizados
(pipetas, tubos e garrafas de cultivo celular) foram inseridos no fluxo apos
a descontaminacdo dos invélucros com alcool 70° GL. Apds a distribuicdo
e organizagao do material no interior da cdmara a mesma foi submetida a
luz ultravioleta durante 15 minutos.

Os meios de cultura DMEN e EAGLE foram preparados
previamente pelo Laboratério de Bioodontologia da Universidade
Ibirapuera. Tanto os meios de cultura como o soro bovino fetal (SBF)
foram separados em aliquotas e mantidos em geladeira (os meios) ou em
freezer -20°C (as aliquotas de SBF) até o momento de sua utilizagdo.
Quando removidos da geladeira ou freezer, estes foram levados ao
banho-maria a 37°C até atingirem temperatura equivalente.

Os dois tipos celulares a serem testados estavam
armazenados em nitrogénio liquido, identificados e separados em
diferentes criotubos mantidos em canisters. Para que as células
pudessem permanecer de forma adequada no nitrogénio liquido foi
adicionada ao meio de cultura uma substancia crioprotetora, o Dimetil
sulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich Co.) acrescido de 10% de SBF. Os

criotubos foram fechados com suas respectivas tampas (Figura 5).
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Figura5 - Desenho esquematico da disposigcdo dos criotubos durante o
processo de congelamento em nitrogénio liquido.

4.7 Procedimentos para Descongelamento Celular

No momento da utilizagdo, os criotubos foram retirados
dos canisters para as células serem descongeladas em banho-maria a
37°C. Todo o processo de manipulagdo das células desde a remog&o do
invélucro de filme plastico até a colocagdo das mesmas em garrafas de
cultivo foi realizado em fluxo laminar de forma rapida e cuidadosa para
evitar contaminacado e degradacéo celular.

No fluxo laminar, os criotubos contendo um tipo ou
outro de células tiveram todo o conteudo coletado com micropipeta e
colocado em tubos com 2 mL de DMEM ou de EAGLE acrescidos de SBF
a 10%. Os tubos foram levados a centrifuga (Centrifuga Excelsa Il -
Modelo 206 BL- FANEN — Sao Paulo - Brasil) por 5 minutos a 1000 rpm
para que ocorresse uma precipitacao das células no fundo dos tubos,

formando uma massa celular chamada “pellet’.
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Os meios de cultura foram entdo removidos e
descartados a fim de eliminar o conteudo de DMSO adicionado como
crioprotetor antes do congelamento.

As células foram ressuspendidas em 2 mL de meio de
cultura novo (DMEM ou EAGLE) com 10% de SBF e colocadas em
garrafas de cultura celular de 75 cm?®. Foram acrescidos 8 mL de DMEM
ou EAGLE com 10% de SBF para que o volume final nas garrafas fosse
de 10 mL, constituindo quantidade suficiente de meio para suprir de

nutrientes as células em crescimento (Figura 6).

Figura6 - Desenho esquematico do descongelamento de células mantidas
em nitrogénio liquido.

Os frascos foram fechados por completo e levados ao
microscopio de luz invertida para observacao das células no seu interior.

Neste momento as células apresentavam-se arredondadas e bastante
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moveis. A tampa do frasco foi entdo parcialmente aberta e colocado em
estufa a 37 °C e 5% de CO; (Garcia et al., 2003, Fraser et al., 2004).

O meio de cada garrafa de células foi parcialmente
trocado a cada 2 dias, com substituicdo de 50% do volume a cada troca,
até a formacdo de uma de monocamada preenchendo toda a superficie

da garrafa.

4.8 Procedimentos prévios ao inicio dos ensaios de viabilidade e de
citotoxicidade celular

As células tiveram seu cultivo em garrafas de 75 cm?,
com 10mL de meio acrescido de SBF 10%. Um dia antes do
experimento, estas células foram transferidas para placas de 96 ou 24
pocos para a realizagdo dos testes propostos. Independente do teste a
ser realizado, os, com excec¢ao do tempo de cultivo e numero de células
por pogos, todos os procedimentos descritos foram iguais para os testes
de viabilidade ou citotoxicidade celular.

As garrafas foram completamente fechadas para a
saida da estufa e imediatamente levadas ao fluxo laminar. O meio de
cultura foi removido com pipetas sorologicas e 6 mL foram reservados em
tubo cénico de 15 mL. Foram colocados 3 mL de tripsina 0,25% no interior
da garrafa, estas novamente fechadas e devolvidas a estufa por 5 min.
Neste periodo, a tripsina agiu sobre as células promovendo o
desprendimento destas do fundo da garrafa e entre si. Apds este periodo
no interior da estufa, a garrafa foi removida e levada ao microscoépio de
luz invertida (Nikon Eclipse TS 100) para certificacdo do desprendimento
celular e morfologia celular no meio de cultura.

Em fluxo laminar, o meio reservado anteriormente

(6.mL) foi recolocado nas garrafas para diluir e inativar a agao da tripsina,
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além de auxiliar na remoc¢ao das células. Posteriormente todo o conteudo
foi coletado com macropipeta e transferido para um tubo conico de 15 mL,
protegido com filme de laboratorio (Parafim — Pechiney Plastic
Packaging) e levado a centrifuga 1000 RPM por 5 min. O meio com a
tripsina foi cuidadosamente removido e as células ressuspendidas com
1 mL de meio novo acrescido de SBF 10% e homogeneizadas.

Apobs este procedimento, a solugédo contendo as células

foi considerada pronta para ser utilizada para a contagem (Figura 7).
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Figura7 - Esquema de procedimentos para remog¢do das células da garrafa
e preparo da solugéo para contagem.

4.9 Contagem Celular pelo Método do Azul de Trypan

A partir da solucado de células coletadas da garrafa,

pode ser feita a contagem das células com auxilio da Cémara de
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Neubauer® (Laboroptik - EUA), pelo método de exclusdo de células
coradas pelo Azul de Trypan.

Tomando como base a solu¢cdo de 1 mL contendo as
células que estavam na garrafa, foram retirados 10 yL desta solugéo de
células e colocados em microtubo de 1,5mL, no qual foi feita nova
suspensao, acrescendo a esta 90 uL do respectivo meio de cultura 10 yL
de Azul de Trypan a 0,4%.

Apbds homogeneizadas as solugbes no tubo de 1,5 mL,
10 pL do conteudo foram pipetados e imediatamente transferidos para um
hemocitdmetro também conhecido como Céamara de Neubauer
previamente limpa com alcool 70° GL e recoberta por uma laminula limpa
(Figura 8). Na Camara, que contém duas grades de contagem, é colocado
1 mm?® volume em cada grade. A difusdo da solucdo contendo as células
a serem visualizadas, ocorre por capilaridade.

Apoés colocada a solugéo contendo as células (10 pL
em cada grade de contagem), a Camara foi levada ao microscopio de luz
invertida e feita a contagem de células na objetiva com aumento de 10
vezes. Nos 25 quadrados de cada grade, foram anotadas as células
viaveis (ndo coradas pelo Azul de Trypan) em todo o campo de cada
quadrado. Neste experimento ndo foram contabilizadas as células nas

linhas superior e direita (Figura 8).
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Figura8 - Camara de Neubauer e esquema da grade de contagem
exemplificando as células contabilizadas (rosadas e dentro da
grade) e as excluidas da contagem (coradas pelo Azul de
Trypan e localizadas nas linhas superior e direita).

Para determinar a quantidade de células removidas da
garrafa, foi realizada uma média da contagem celular presente nas duas
grades da Camara de Neubauer. Na formula demonstrada na figura 9, o
volume da grade é representado por 10%, o valor de diluicdo representado
por 10 e a quantidade de grades contabilizadas foi igual a dois.
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Volume de solucdo contida entre a lamina e a laminula,
compreendendo 0,1 pL (Immx 1mmx 1mm)

|

Concentrac@o = no de células contadas x 104 x 10
celular por mL 5

Diluicdo da solucdo com células contadas

Figura9 - Férmula para contagem das células presentes nas duas grades
da Camara de Neubauer.

A partir do valor obtido, foi avaliado o numero de
células usado no experimento de viabilidade (6x10%) ou de citotoxicidade
(4x104), possibilitando calcular por meio de proporcionalidade a
quantidade de volume necessario em cada pogo como demonstrada na

férmula da Figura 10.

Figura 10 - Formula para calculo de volume de meio contendo células para
ser colocado em cada poco para cultura.

4.10 Ensaio de viabilidade das células

Para este teste a placa de 96 pogos com 6,4 mm de
diametro foi escolhida. Para cada poco, foi preconizado um volume final
de 200 pL do conjunto (células e meio) sendo estipulado por pogco o

nimero de 6x10* células. Foram usados 3 pocos para cada grupo
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experimental além dos controles positivo e negativo. Os experimentos
foram feitos em triplicata, em trés momentos diferentes.

Apoés contadas e dispostas nos pogos, completando o
espaco programado da placa, esta foi colocada por 24 h em estufa a
37 °C com 5% de CO,. Apos este periodo foi confirmada a presenga das
células para o teste com auxilio de microscépio de luz invertida (Figura
11).

FLM KB
Meio DMEM  Meio EAGLE
10% SBF 10% SBF
i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
! = T T T T = = = = = = = !
Figura 11 - Disposi¢cdo das células colocadas na placa de cultivo 24 h

antes do inicio dos testes de viabilidade.

No dia do teste de viabilidade as solugbes a serem
testadas foram preparadas. Entdo, a partir de uma solugdo-mae
padronizada de PG foi feita diluicdo serial no meio de cultura especifico
para cada tipo celular, sendo estabelecidos os grupos experimentais de
acordo com as concentragdes (Figura 12). Para controle positivo foi

utilizado o meio de cultivo de cada tipo celular acrescido de SBF 10%.
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Para o controle negativo, foi utilizada uma solugéo de Triton 1% (Dinamica

— Séao Paulo - Brasil).

Grupos testes
Controle =
PG1%

1

1% || mEo

Grupos testes SEM PG
comdiluigdes | PG PG PG /
de PG 05% J|_ 0,25% 0,031% Controle +
Figura12 - Grupos experimentais, esquema de diluicdo por titulagdo ou a

partir da concentragao de 1% de PG, além dos grupos controle
negativo e controle positivo.

Apobs todas as solugdes teste estarem prontas, a placa
foi removida da estufa e levada ao fluxo. Com auxilio de micro-pipeta, os
meios contidos nos pogos foram removidos. Em seguida as solug¢des de
PG em diferentes concentragdes foram colocadas nos pogos com células,
assim como as solugdes para os grupos controle positivo (C+) e controle
negativo (C-). Para controlar a qualidade dos meios, na mesma placa foi
determinado o chamado “controle branco”, em que os meios de cultura
utilizados foram colocados em pogos sem células. (Figura 13). A placa foi

entdo incubada em estufa por 24 h a 37 °C com 5% CO..
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Figura13 - Esquema de distribuicdo da placa de 96 pocos com as células
(FLM e KB) em diferentes concentragbes de PG e o controle

sem células.

Apos 24 h com a cultura em contato com o meio
preparado com PG, foram realizados os seguintes procedimentos:

O meio contendo ou ndao a PG foi removido
completamente e cada pocgo foi lavado com 200 pyL de solugdo de PBS
(Sigma Aldrich Co.) para remoc¢éo completa do extrato e meio. Posterior a
remoc¢ao do PBS, foi colocada em cada pogo, uma solugéo contendo 90%
de meio suplementado com SBF 10%, acrescido de 10% de Resazurina

(RZ) a 2.100 pM (Figura 14).
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Figura14 - Esquema de preparo para leitura por meio do
espectrofotdbmetro: placa com grupos experimentais (1),
remocao das solucdes teste (2), lavagem e remocéo do
PBS (3) e preenchimento com RZ 2.100 uM (4)

A quantificagdo celular foi realizada pelo método da
Resazurina (RZ), avaliada por espectrofotometria 6ptica. Para o controle
de cor, o mesmo meio de cultivo foi colocado com as diferentes
concentracbes em pogos sem células (controle branco) e estes também
foram submetidos ao teste de RZ.

A placa foi levada a estufa 37°C e 5% CO, e apos 3
horas, periodo de tempo necessario para que ocorresse a reagao de oxi-
reducdo do RZ e consequente alteracdo ou ndo de cor dos pocgos, o nivel
de reducao foi quantificado usando o espectrofotdmetro UVM 340 (Asys
Hitech GmbH) para a leitura de absorbancia dos comprimentos de onda

de 560 nm (Figura 15).
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Figura 15 - Exemplo de alteracdo de cor ocorrida durante a reagao de RZ.

4.11 Ensaio de citotoxicidade das células

Este experimento foi realizado em placas de 24 pogos
4x10* células por poco, em ftriplicata e em trés tempos diferentes. A
citotoxicidade celular foi analisada em cinco tempos diferentes (4h, 24h,
3 dias, 5 dias e 7 dias). Foram testadas cinco concentra¢des diferentes de
PG diluida no meio (1%, 0,5%, 0,25%, 0,125% e 0,062%), além dos
controles positivo (meio sem PG) e controle negativo (meio contendo
Triton 1%).

Antecedendo o inicio do experimento, as células foram
colocadas nos pogos com o meio de cultivo acrescido de SBF 10%
(totalizando 1000 uL por pogo), e as placas incubadas em estufa a 37°°C
com 5% CO,. ApOs 24 h todas as placas foram retiradas da estufa e os
meios removidos dos pogos, permanecendo apenas as células. Foram
entdo colocados 1000 uL das solugdes teste e dos controles positivo e

negativo sobre as células e no grupo branco (Figura 16).
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Figura 16 - Esquema de disposicdo das células na placa para realizar os
experimentos de citotoxicidade.
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No dia em que foram colocados os meios, as cinco
placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% CO.. Quatro horas
apo6s, uma das placas denominada tempo quatro horas, foi preparada
para a colocacao do RZ. Todos os pogos foram lavados com 500 yL de
PBS e colocado 1000 pL de RZ 2100 pM a 10%. A placa foi novamente
incubada em estufa por 4 h para a reagdo do RZ e apos este periodo,
retirada e levada ao espectrofotdmetro para a leitura.

As demais placas foram retiradas de acordo com os
periodos programados (1, 3, 5 e 7 dias), removidas as substancias teste
dos pocgos, realizada a lavagem com PBS e subsequente colocacao de
RZ 2100 uM a 10%. Para manutencao das células, foi realizada a troca de

meio nos dias 3 e 5, conforme esquema a seguir (Figura 17).
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Figura17 - Desenho do experimento de citotoxicidade com as placas de
cultivo e placas controle durante o periodo experimental de
quatro horas a sete dias.

4.12 Andlise Estatistica

Os dados, em ftriplicata, obtidos nos dois ensaios foram
submetidos a tratamento estatistico utilizando Analise de Variancia
(p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de viabilidade celular

O teste de viabilidade permitiu observar sobrevivéncia
de mais de 70% das células FLM ou KB em baixas concentragbes de PG
(0.031%; 0,062%; 0,125%; 0,25%). Na concentracédo de 0,50% ocorreu
uma reducao significativa da quantidade de células, porém com desvio-
padrdo amplo, principalmente para as células FLM, dificultando o
estabelecimento do padrdao de vida e morte das mesmas. Na
concentracédo de 1% de PG foi observada diminuigdo de cerca de 40%
das células FLM e destruicdo importante das células KB. Os resultados

estdo expressos na Figura 18 e Tabela 2.
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Figura 18 - Grafico demonstrativo da viabilidade para as células FLM e KB.

Tabela2 - Representacdo em porcentagem dos valores do teste de
viabilidade realizado para as células FLM e KB em diferentes
concentragdes de PG.

Concentracao KB FLM

PG Resultado + Desvio-padrédo Resultado + Desvio-padrao.
1,00 % 3,69+£29% 43,34 £ 159 %
0,50 % 42,04 £ 33,1 % 61,10 £ 10,1 %
0,25 % 7240+ 11,1 % 78,24 £ 9.4 %
0,125 % 91,33+25% 87,58 + 10,5 %
0,062 % 99,83+ 0,5 % 85,59 +12,5%
0,031 % 96,19+ 6,2 % 94,34 £12,2 %

C+ 100,00 £ 1,8 % 92,94 +£7,9%

C-

0,00+ 0,5 %

1,05+ 1,3 %
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5.2 Teste de citotoxicidade

As concentragbes utilizadas para esta etapa de
pesquisa basearam-se em resultados previamente obtidos nos testes de
viabilidade. O grupo 1% foi escolhido por apresentar elevada taxa de
morte celular, o grupo 0,50% pela variagéo do desvio-padréo apresentado
na viabilidade, o grupo 0,062% por ter apresentado a maior sobrevivéncia
neste periodo e o grupo 0,25% por ser intermediario entre estes ultimos.

Os resultados estdo graficamente representados de
forma individual e por tipo celular nas Figuras 22 e 23 e posteriormente

confrontados com o segundo periodo de experimental nas Tabelas 4 e 5.

Figura19 - Grafico representativo dos valores do teste de citotoxicidade
das células FLM nos periodos de 4 horas, 1, 3, 5 e 7 dias.
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Tabela3 - Representagdo em porcentagem do teste de citotoxicidade
das células FLM nos periodos de 4 horas, 1, 3, 5 e 7 dias em
diferentes concentracdes de PG.

Concentragao Citotoxicidade para células FLM
PG 4 horas 1 dia 3 dias 5 dias 7 dias
1.00% 48,59 5,94 2,06 -8,24 4,48
+ 16,4 +0,8 2,5 +12,4 +5,0
59,19 5,96 7,56 3,50 3,65
o ) I ) ) )
0,50% +4,3 +0,7 +1,2 +0,4 +1,8
64,50 9,33 4,80 3,24 2,37
0 ) b ) ) )
0,25% +1,5 +5,3 + 3,1 +1,0 +1,8
93,43 86,68 86,30 101,34 99,98
0 ) ) ) ) b
0,062% +1,7 +0,8 +49 +29 +54
C+ 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
+24 +1,1 +5,4 +2,7 +0,7
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C- +1,0 +0,4 +0,9 +0,5 +0,7

Foi observado, no periodo de 4 horas, redugéo do
numero de células FLM metabolicamente ativas nas concentragcbes de
0,25%, 0,5% e 1%. A partir do primeiro dia de contato das células com o
extrato, foi observada morte de todas as células nos grupos 0,25%, 0,5%
e 1%. O grupo 0,062% mostrou nivel de citotoxicidade muito préximo ao

grupo controle positivo (C+) (Figura 19 e Tabela 3).
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Figura 20 - Gréafico representativo dos valores de citotoxicidade das células
KB nos periodos de 4 horas, 1, 3, 5 e 7 dias.

Tabela4 - Representagdo em porcentagem dos valores de citotoxicidade
das células KB nos periodos de 4 horas, 1, 3, 5 e 7 dias em
diferentes concentragdes de PG.

Concentragao Citotoxicidade para células KB
PG 4 horas 1 dia 3 dias 5 dias 7 dias
1,00% 39,00 0,81 5,90 0,17 10,55
+11,4 +0,9 +55 +26 +7,0
32,90 2,63 4 58 -2,02 4 52
0 H 3 H 3 H
0.50% +10,4 +3,1 +3,4 +2,7 +3,4
58,22 4.07 0,43 495 0,13
0 H 3 H k) 3
0,25% +3,3 +4.3 +4.4 +4,3 +4.8
95,47 101,94 96,79 114,94 100,95
0 H 3 H H H
0,062% + 3,1 +6,5 +272 +14.3 +7,0
C+ 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
+21 +2,6 +2,3 +1,7 + 3,8
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C- +1,0 +1,1 +25 +0,6 +0,7
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Os resultados do teste de citotoxicidade das células KB
evidenciaram diminuicdo do numero de células metabolicamente ativas
nos grupos de 0,25%, 0,5% e 1%, no periodo de 4 horas. A partir do
primeiro dia de contato das células com o extrato, foi observada morte de
praticamente todas as células dos grupos 0,25%, 0,5% e 1%. No grupo
com concentragcéo de 0,062% os resultados foram semelhantes ao grupo
controle positivo (C+).

Quando observados individualmente os periodos de 4
horas, 1, 3, 5 e 7 dias, € possivel comparar o comportamento das células
entre si (Figuras 21, 22, 23, 24, 25 e Tabelas 5, 6, 7, 8, 9).

Figura21 - Representagcao grafica do teste de citotoxicidade apo6s 4 horas
para as células FLM e KB nas diferentes concentragdes de PG.

Apds 4 h de contato entre as células e a PG, ocorreu
reducado do numero celular proporcional ao aumento da concentracéo de
PG. A diminuicao foi significante para a concentragdo de 0,50% e 1% de

PG, sendo maior para as células KB. Na concentragdo de 0,062% n&o
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houve alteracao significante em comparagdo com o grupo controle. Os

valores estao dispostos na tabela 5.

Tabela5 - Tabela representativa em porcentagem do teste de
citotoxicidade apdés 4 horas para as células FLM e KB nas
diferentes concentracdes de PG.

Citotoxicidade celular em 4 h

Celul
eluias 1.00% 050% 025% 0062% C+  C-
" 4859 5919 6450 9343 108’0 0,00
£164 +43  +15  £17 £1.0
£24
" 3900 3290 5822 9547 108’0 0,00
£114  +104 £33 31 0. 10

Apds um dia de contato entre células e meio contendo
extrato de PG, foi possivel observar morte de grande quantidade das
células nas concentragbes de 1%, 0,50% e 0,25% de PG, com valores da
reacdo de RZ semelhantes ao grupo controle negativo. As células KB
foram mais afetadas que as células FLM, porém a diferengca entre os
valores de sobrevivéncia so6 foi significativa na concentracdo de 1%. As
células KB presentes no grupo 0,062% mostraram baixa taxa de
citotoxicidade, apresentando crescimento semelhante as células do grupo

controle positivo (Figura 22 e Tabela 6).
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Figura22 - Representagdo grafica do teste de citotoxicidade no dia 1 para
as células FLM e KB nas diferentes concentragcbes de PG.

Tabela6 - Tabela representativa em porcentagem do teste de
citotoxicidade em 1 dia para as células FLM e KB nas diferentes
concentragdes de PG.

Citotoxicidade celular no dia 1

Células
1,00% 0,50% 0,25%  0,062% C+ C-
FLM 5,94 5,96 9,33 86,68 100,00 0,00
+0,8 +0,7 +53 +0,8 +1,1 +0,4
KB 0,81 2,63 4,07 101,94 100,00 0,00

+0,9 + 3,1 +4,3 +6,5 +2,6 +1,1

Com trés dias de contato entre células e meio contendo
o extrato de PG, foi possivel constatar citotoxicidade continua das células
presentes no grupo 0,062%. A citotoxicidade acompanhou o ritmo de
crescimento das células do grupo controle positivo, sem diferenca
significativa entre os grupos. Nas concentragcbes de 1%, 0,50% e 0,25%
houve grande destruicdo dos dois tipos celulares, porém sem diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 23 e Tabela 7).
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Figura 23 - Representacgao grafica do teste de citotoxicidade em 3 dias para
as células FLM e KB nas diferentes concentragdes de PG.
Tabela7 - Tabela representativa em porcentagem do teste de
citotoxicidade em 3 dias para as células FLM e KB nas
diferentes concentragbes de PG.
. Sobrevivéncia celular em 3 dias
Células
1,00% 0,50% 0,25%  0,062% C+ C -
FLM 2,06 7,56 4,80 86,30 100,00 0,00
2,5 +1,2 + 3,1 +4,9 +54 +0,9
KB 5,90 4,58 0,43 96,79 100,00 0,00
5,5 +3/4 +44 2,2 +2,3 25

Com cinco dias de teste, foi possivel constatar baixa

taxa de citotoxicidade das células no grupo 0,062% de PG que

apresentam crescimento semelhante ao das células controle positivo. Nos

grupos com concentragdo 1%, 0,50% e 0,25% foi observada morte de

praticamente todas as células, sem diferenca entre os grupos (Figura 24 e

Tabela 8).
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Figura24 - Representacao grafica do teste de citotoxicidade em 5 dias das
células FLM e KB nas diferentes concentracdes de PG.

Tabela 8 - Tabela representativa em porcentagem do teste de
citotoxicidade em 5 dias das células FLM e KB nas diferentes
concentracodes de PG.

. Citotoxicidade celular em 5 dias
Células
1,00%  0,50% 0,25%  0,062% C+ C -
FLM -8,24 3,50 3,24 101,34 100,00 0,00
+12,4 +04 +1,0 +29 2,7 0,5
KB 0,17 -2,02 4,95 114,94 100,00 0,00

2,6 +2,7 +4.3 + 14,3 +1,7 +0,6

Com sete dias teste, foi observado comportamento

semelhante ao dos 3 e 5 dias (Figura 25 e Tabela 9).
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Figura 25 - Representacdo grafica do teste de citotoxicidade em 7 dias
para as células FLM e KB nas diferentes concentracdes de PG.
Tabela 9 - Tabela representativa do teste de citotoxicidade em 7 dias
para as células FLM e KB nas diferentes concentracbes de
PG.
. Citotoxicidade celular em 7 dias
Células
1,00% 0,50% 0,25%  0,062% C+ C -
ELM 4,48 3,65 2,37 99,98 100,00 0,00

+5,0 +1,8 +1,8 54 0,7 +0,7

KB 10,55 4,52 0,13 100,95 100,00 0,00
+7,0 +3,4 +4,8 7,0 +3,8 +0,7

5.3 Resultados néo previstos

Foram encontrados resultados nao previstos tais como
0 manchamento dos poc¢os.

Nas placas de 24 pocos, foram observadas alteragao
colorimétrica visiveis a olho nu. Estas alteragbes ndo foram evidentes nas

placas de 4 horas, mas do dia 1 até o dia 7, foi claro o manchamento de



84

diferentes pogos, variando de intensidade com o aumento da
concentragcédo de PG e com o tempo de contato com a PG.

Na concentragdo de 1% PG tanto para as células KB
quanto para FLM, foi possivel observar nos pogos um liquido de cor
acastanhada, que formava delicada pelicula sobrenadante que se aderia
ao fundo do poco (Figura 26 e 27). As células presentes neste grupo
apresentavam uma colorac¢ao castanha escura podendo ser observada na
fotomicrografias (Figura 28).

Na concentracdo de 0,062% as células FLM
apresentavam uma distribuicdo frouxa, possibilitando verificar uma
coloracdo acastanhada impregnada nas células e também presente dos
espacos intercelulares. Foi observado o manchamento para as células KB
na concentracao de PG 1% (Figura 26).

Os extratos utilizados em todos os trés experimentos
de citotoxicidade foram feitos no mesmo dia, sendo dividido em trés
por¢des iguais para todo o experimento. O extrato foi armazenado sob
refrigeracao sendo retirado no momento da diluigdo para o inicio de cada
teste. O manchamento foi mais acentuado quando o extrato foi filtrado e
utilizado logo apds seu preparo no primeiro dos trés testes. Foi sensivel
diminuicdo do manchamento na terceira triplicata, quando o mesmo foi

utilizado ap6s 15 dias.
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Figura26 - Alteragdo colorimétrica nas placas para as células FLM na

concentragdo de PG 0,062% e para as células KB na
concentracdo PG 1%.

Figura 27 - Alteragdo colorimétrica nas placas onde as células estavam
contidas, imagem mostrando a alteragéo de cor com o RZ e
apos a remocgéo do RZ.
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KB 7 dias FLM 7 dias
C+ C+
0,062% PG 0,062% PG
1% PG 1% PG
Figura 28 - Alteragdo colorimétrica das células em meio no sétimo dia

(Microscépio de luz invertida 100x).



6 DISCUSSAO

O principal objetivo da fitoterapia € utilizar os efeitos
terapéuticos das plantas medicinais estimulando o0s processos
metabdlicos, ajudando na manutencdo do equilibrio no organismo na
evolucgéo e tratamento de doencgas.

Os seres humanos agregam conhecimentos a respeito
de plantas medicinais desde o principio de sua existéncia. Inicialmente,
este conhecimento era fundamentado com base na fé, na cultura de
experimentacdo, sendo compreendido por poucos que detinham o
conhecimento, na maioria das vezes, empirico. Com o avango da ciéncia
e as diversas tecnologias somadas a novas técnicas de triagem
farmacologica a fim de testar e quantificar substancias presentes em
plantas, pesquisadores passaram a realizar experimentos cientificos com
preocupagao na analise dos componentes fitoquimicos e na comprovagao
de seus efeitos.

Estudos cientificos nem sempre possibilitardo chegar
aos mesmos achados populares uma vez que diferentes tipos de
extracbes e concentragbes nem sempre fornecem o0s mesmos
componentes obtidos na composigao final do fitoterapico. Também deve
se levar em conta a influencia de diversas variaveis como: a avaliagcao do
solo onde a planta cresceu, forma e periodo da coleta, manuseio e
extracdo dos principios ativos e meios de conservagdo adotados
(Fonseca et al., 2007). O controle das etapas de produgéao influencia na
eficacia, seguranca e qualidade do fitoterapico e consequentemente em

sua acao terapéutica.
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Pesquisas relatadas na literatura confirmam as
prescricdes da medicina popular, na qual as plantas reinam absolutas
(Yang et al., 2006; Werkman et al., 2008, Garcia-Garcia et al., 2008).
Atualmente a fitoterapia tém chamado muita atengdo, como um método
terapéutico preventivo, conservador, regenerador e curativo. Dependendo
da sintomatologia apresentada e estando diagnosticada a patologia, as
diretrizes de tratamento sdo determinadas e o produto fitoterapico podera
ser instituido como tratamento unico ou auxiliar (Newal et al., 2002).

Enquanto toda a legislagdo para os medicamentos de
farmacos sintéticos esta bem estabelecida e fundamentada para os
fitoterapicos, ainda carecem de maior esforgo para equalizar
regulamentos e normas (Turolla, 2006).

Os Estados Unidos consideram os medicamentos
fitoterapicos como suplementos nutricionais, ndo sendo necessario
submeter dados de seguranga e eficacia ao FDA para sua
comercializagdo. Assim, o grande problema com relagdo aos suplementos
nutricionais € que nao ha controle de qualidade destes produtos, logo néao
ha como provar que as substancias e as quantidades declaradas nos
roétulos estdo presentes, bem como ndo ha controle sobre outras
substancias como farmacos sintéticos ou outros contaminantes, que
podem estar presentes na formulagdo, os quais podem resultar em
interacdes indesejaveis (Turolla, 2006).

O Brasil se destaca no contexto internacional por
possuir regulamentagdo com critérios especificos para produtos
fitoterapicos, que é periodicamente revisada e atende as recomendagdes
dispostas pela OMS. A implantacdo de um sistema de farmacovigilancia,
que focalize principalmente os fitoterapicos considerados tradicionais, e a
realizagdo de estudos controlados com desfechos relevantes podem
contribuir muito para avaliacdo da eficacia e seguranca e,

consequentemente, para sua utilizagéo racional (Brasil, 2006).
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Para utilizar o medicamento fitoterapico, sao
necessarios ensaios pré-clinicos e clinicos (Turolla, 2006). Estes estudos
tém grande importéncia, pois a partir destes, é possivel fazer uso das
propriedades terapéuticas de cada planta, eliminando ou minimizando os
riscos para os tecidos humanos (Garcia, 2004).

A composigcdo quimica do extrato final depende de
forma direta da identificacdo e obtencéo da planta, Neste projeto os frutos
da PG coletados para este experimento e o preparo do extrato foram
realizados por equipes de pesquisadores da UFPE e UFPB para garantir
a qualidade do fitoterapico: A percolagéo ou lixiviagdo em fluxo continuo a
temperatura ambiente se constituiu no método de extracdo empregado.
(Vasconcelos et al., 2006).

Foi evitada a utilizacdo da extragdo a quente para
preservar a estabilidade do material, uma vez que se tratava de uma
matéria rica em polifendis, de facil modificagéo de estrutura. No processo
de percolagédo em fluxo continuo utilizado existe a renovagéo constante
da solucgéo extratora (solugéo hidroalcodlica a 80% v/v) durante 24 horas
0 que resultou em uma solugédo com 60% de taninos (Vasconcelos et al.,
2006).

O extrato de qualquer planta € composto de um pool de
compostos fitoquimicos, entre eles alcalbides, taninos, polifendis, que irao
interagir de formas diferentes com o organismo. Quando liofilizamos a PG,
visamos manter a integridade quimica de seus componentes, evitando a
contaminagao e alteragdes pelos diluentes.

Antes de o fitoterapico ser indicado para uso,
independente da forma de administragdo, o estudo de toxicidade deve ser
realizado. Os métodos in vitro apresentam algumas vantagens em relagéao
aos testes in vivo tais como a possibilidade de limitar o numero de
variaveis experimentais, obtendo dados significativos em menor periodo
de tempo experimental (Rogero et al., 2003). Quando é levado em

consideragdo o estagio ja atingido pelos protocolos que especificam
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testes de toxicidade para substancias quimicas, é claro que ainda existem
dificuldades para os fitoterapicos, principalmente diante da dificuldade de
padronizacdo das preparagcdes (Turolla, 2006). A padronizagdao é
fundamental para a utilizagcdo adequada destes produtos sem danos a
populacéao.

A cultura de células € um excelente método para testar
a atividade e citotoxicidade de fitoterapicos sendo um dos passos
necessarios para a aprovagdo como medicamento (Garcia, 2004).
Diferentes autores utilizaram com sucesso diferentes tipos de linhagens
celulares para realizar estudos in vitro (Lansky, 2003; Katsube et al.,
2003; Ahmed et al., 2005).

As células a serem utilizadas sdo mantidas congeladas
ate o dia do experimento e requerem manipulacéo criteriosa. Durante o
congelamento no nitrogénio liquido adiciona-se o DMSO, substancia
crioprotetora, que atua na protecdo da membrana citoplasmatica durante
0 processo. Em temperatura ambiente, € uma substancia téxica a célula,
e a agilizacdo da manipulacdo do criotubo com retirada desta substancia
evita ou minimiza possiveis danos a membrana plasmatica. Neste
experimento ndo houve morte celular causada pelo DMSO, pois foi
observado bom indice de crescimento celular.

O numero de células utilizado nos testes foi
determinado individualmente. Para o experimento de viabilidade das
células, foi optada pela utilizacdo das placas de 96 pog¢os com alto
nimero de células (6x10*). Para o teste de citotoxicidade, o nimero de
células relativamente foi pequeno (4x10%) ao tamanho dos pocos, porém,
considerando a permanéncia de 7 dias no teste piloto mostrou ser o
numero adequado.

A avaliagdo diaria das garrafas foi realizada avaliando
as células de forma isolada ou em grupo, observando o crescimento,
caracteristicas fenotipicas e a distribuicdo sobre o fundo da garrafa. E

importante compreender a dindmica celular para avaliar possiveis
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alteragdes nas células de cultura primaria, pois a estabilidade destas
dentro da cultura pode ter altera¢des fenotipicas (Vilela et al., 2003).

Durante o experimento de Vviabilidade, foram
observadas alteracbdes nas células FLM, provavelmente por estarem na
décima segunda passagem. O experimental foi cancelado e as células
alteradas foram descartadas. Nova biopsia foi realizada para coleta de
fragmento de mucosa e estabelecimento de novo cultivo celular. Entédo os
testes de viabilidade tiveram continuidade quando as células cultivadas
estavam na quinta passagem.

Nos testes de viabilidade foram observados diferentes
resultados para os dois tipos celulares, sendo que as células KB
apresentaram-se muito mais sensiveis ao extrato de roma, pois
apresentaram menor taxa de viabilidade. As células KB apresentaram
maior taxa de morte que as FLM, o que corrobora com relatos
encontrados na literatura, onde autores evidenciam a citotoxicidade de
fitoterapicos em células neoplasicas (Ajaiyeoba, 2003; Loizzo, 2004).

Componentes presentes na PG como taninos e
flavondides s&o apontados como responsaveis pela citotoxicidade para as
células neoplasicas, principalmente em altas doses (Katsube et al., 2003).
A extragao hidroalcodlica do extrato utilizada para a pesquisa resultou em
uma taxa de 60% de taninos (Vasconcelos et al., 2006), o que pode
explicar a acado sobre as células FLM e KB durante os testes de
viabilidade e citotoxicidade. No teste de viabilidade, o grupo KB com PG a
1% foi o Unico que apresentou morte de todas as células, fato nao
observado no grupo de células FLM com PG a 1%, demonstrando o efeito
antiproliferativo sobre as células cancerigenas. Nos demais grupos com
concentracbes de PG a 0,5%, 0,25%, 0,125%; 0,062%; 0.031%; houve
diminuicdo gradativa da taxa de citotoxicidade, porém as células KB
sempre apresentaram indices de sobrevivéncia menores que as FLM, o
que esta de acordo com os resultados descritos por Toi et al. 2003 e
Lansky em 2005.
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No teste de citotoxicidade, foi clara a constatagédo do
efeito antiproliferativo do extrato de PG ao longo do periodo para os
grupos com concentragdes de PG a 1%, 0,5% e 0,25%, levando a morte
todas as células destes grupos ap6s 24 horas.

Os flavondides encontrados em abundancia em frutas
vermelhas e na PG, apresentam capacidade de induzir apoptose em
células cancerigenas. A associacdao de flavondides e antocianinas é
importante na prevencédo do cancer, participando como mediadoras das
funcdes fisioldgicas relacionadas a supressdo do cancer, atuando de
forma inibidora do crescimento celular. Ha relatos discutindo a destrui¢ao
de células cancerigenas in vivo por flavondides, supondo-se serem
toxicas também para células in vitro (Katsube et al., 2003).

Ahmed et al em 2005 mostraram em seus
experimentos com células de linha condroblastica a acédo da PG sobre
condrocitos humanos, demonstrando que fragdes separadas do extrato de
PG com altas doses de antocianinas inibiram a expressao de IL-1Beta e
Metaloproteinases (MMPs 1, 3 e 13), marcadoras classicas de inflamacéao
e degradacédo destas células.

Extratos preparados a partir de diversas partes das PG
(casca, raiz, sementes) foram utilizados em estudos in vitro com
diferentes tipos de linhagens celulares de céancer de prostata. Estudos
mostraram a potencialidade para inibir a citotoxicidade e capacidade de
invasao induzindo apoptose e inibindo o crescimento destas linhagens
celulares. Nestes estudos ficou claro que o extrato feito a partir da
combinagado de diferentes partes da PG foi mais efetivo (Lansky, 2005).
Apesar de trabalharmos com um extrato feito a partir da casca do fruto, o
efeito antiproliferativo foi comprovado tanto em células cancerigenas
quanto em fibroblastos.

O estudo em varios animais elucidou os mecanismos
de acgdo dos constituintes da PG em células cancerigenas. Estudos

utilizando a implantagdo de células de cancer de prostata de linhagem
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PC-3 mostraram a agdo do extrato da semente e polpa da PG
comprovando a inibicdo do crescimento celular induzindo apoptose
através da modulacdo de proteinas reguladoras de apoptose (Malik,
2006).

Toi et al. em 2003 estudaram a inibicdo de
angiogenese pelos constituintes do extrato de PG, explicando que ocorria
devido a diminuicdo do fator de crescimento endotelial em células de
cancer de mama MCF-7 e linhagem de células endoteliais de cordao
umbilical.

Sao varias as possibilidades que levam aos resultados
encontrados como a possibilidade de interacdo semelhante aos estudos
de Saruwatari et al. (2008), no qual os autores comprovaram os efeitos de
conjugacdo dos polifendis, em especial da molécula de punicalagina
sobre as células Caco-2 demonstrando os efeitos inibitérios de
sulfoconjugacgao, sem efeitos significativos sobre a gluconidagdo nestas
células de epitélio intestinal. A reagao sobre a sulfoconjulgacdo aconteceu
de forma dose-dependente.

Em nosso experimento o efeito inibitério de
citotoxicidade foi observado nos grupos com concentragbes de PG a 1%,
0,5% e 0,25% durante os testes de citotoxicidade, do primeiro até o
sétimo dia, e este efeito diminuiu gradativamente com a diluigdo da PG.
No contexto do nosso experimento ndo podemos confirmar que a agao
dos polifendis atuantes no estudo in vitro se traduzira necessariamente
em uma interacao positiva dos principios ativos da PG in vivo.

Durante o experimento foi observado nos pog¢os que a
PG apresenta potencial de alteragdo colorimétrica, o que pode limitar sua
indicagao clinica em odontologia, como por exemplo em enxaguantes e
pastas dentais, dependendo da concentracdo empregada.

Devem ser realizados novos estudos em nivel

molecular da acdo da PG e de cada um de seus componentes, individuais
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e associados, em reagdes frente a uma maior diversidade celular a fim de

explicar e entender mecanismos dos efeitos de roma.



7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada e os resultados

obtidos, pode-se concluir que:

a) O extrato de PG mostrou efeitos inibitérios, sendo
maior nas células KB em relacdo as FLM durante
os testes de viabilidade.

b) Os testes de citotoxicidade mostraram inibigcdo e
morte das células KB e FLM nas concentracdes
1%, 0,5% e 0,25%.

c) O efeito inibitério da PG é dose dependente para
ambas as células estudadas.

d) A concentragcdo 0,062% de PG mostrou ter um

efeito bifasico.
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ANEXO 1 — Parecer do Comité de Etica



ANEXO 2 — DADOS DE LEITURA
DADOS DE LEITURA NO PILOTO
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resultados piloto KB

Concent. KB bco KB
50,0% 0,381 0,335 0,37 0,234 0,389 0,359
25,0% 0,373 0,338 0,331 0,178 0,225 0,256
10,0% 0,157 0,13 0,081 0,011 0,1 0,076
7,5% 0,06 0,072 0,071 0,027 0,028 0,04
5,0% 0,051 0,055 0,054 0,002 0,04 0,008
2,5% 0,043 0,025 0,032 0,004 0,034 0,016
1,0% 0,005 0,009 0,005 0,025 0,001 0,03
0,8% 0,175 0,18 0,004 0,101 0,052 0,02
0,5% 0,181 0,173 0,005 0,004 0,015 0,03
0,25% 0,169 0,166 0,005 0,01 0,003 0,001

0,125% 0,462 0,473 0,513 0,055 0,042 0,043

resultados piloto FLM

Concent. FLM bco FLM
50,0% 0,555 0,583 0,577 0,431 0,447 0,439
25,0% 0,465 0,476 0,468 0,517 0,282 0,007
10,0% 0,145 0,211 0,169 0,126 0,117 0,154
7,5% 0,155 0,171 0,167 0,135 0,143 0,129
5,0% 0,161 0,177 0,169 0,122 0,131 0,07
2,5% 0,129 0,123 0,14 0,142 0,155 0,128
1,0% 0,141 0,152 0,125 0,076 0,082 0,005
0,8% 0,603 0,584 0,575 0,298 0,276 0,002
0,5% 0,765 0,673 0,706 0,28 0,25 0,001
0,25% 0,731 0,502 0,754 0,216 0,226 0,001

0,125% 0,334 0,301 0,195 0,165 0,167 0,156

DADOS DE LEITURA OBTIDOS NA VIABILIDADE
Dados de leitura para as células KB e controle de meio (BCO)

Concent. | KB viabilidade 1 KB viabilidade 2 KB viabilidade 3

1% 0,005 |0,009 |0,005
0.50% 0,181 |0,173 |-0,005 [0,682 |0,62 |0,715 |0,181 |0,173 |-0,005
0.25% 0,591 |0,58 |0,606 |0,792 |0,851 |0,759 |0,38 |0,338 |0,364
0.125% |0,627 |0,621 |0,644 |0,802 |0,849 |0,854 |0,462 |0,473 |0,513
0.062% |0,612 |0,629 |0,657 |0,797 |0,813 |0,846 |0,568 |0,577 |0,579
0.031% |0,649 |0,635 |0,65 0,78 |0,826 |0,845 |0,614 |0,575 |0,484
Concent. |BCO KB viabilidade 1 | BCO KB viabilidade 2 | BCO KB viabilidade 3
1% -0,025 (0,001 |0,03
0.50% 0,004 |0,015 |0,001 |0,074 |0,085 |0,047 |0,004 |0,015 |0,03
0.25% 0,008 |0,015 |-0,01 |0,029 |0,054 |0,057 |0,038 |0,066 |0,043
0.125% |0,005 |0,025 |-0,01 |0,054 |0,019 |0,063 |0,055 |0,042 |0,043
0.062% |0,01 /0,027 |0,006 |0,044 |0,026 |0,064 |0,04 |0,055 |0,043
0.031% |0,007 |0,021 |0,013 |0,048 |0,048 |0,059 |[0,035 |0,031 |0,047




Dados de leitura para as células FLM e controle de meio (BCO)
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Concent. | FLM viabilidade 1 FLM viabilidade 2 FLM viabilidade 3

1% 0,141 (0,152 |0,125
0.50% 0,447 |0,466 |0,498 |0,603 |0,584 |0,575 |0,765 |0,673 |0,706
0.25% 0,429 (0,431 0,432 |0,251 |0,218 |0,169 |0,376 |0,311 |0,252
0.125% 0,451 |0,514 0,493 |0,334 |0,301 |0,195 |0,229 |0,222 |0,222
0.062% 0,51 0,469 |0,467 |0,292 |0,142 (0,271 |0,193 |0,221 (0,234
0.031% 0,539 |0,506 |0,503 0,304 |0,29 0,293 |0,207 0,184 |0,216
Concent. | BCO FLM viabilidade 1 | BCO FLM viabilidade 2 | BCO FLM viabilidade 3
1% 0,076 |0,082 |0,005
0.50% |0,055 |0,025 |0,008 |0,28 |0,25 |0,001 (028 [0,25 0,001
0.25% 0,188 |0,177 0,174 0,153 |0,179 |0,149 |0,139 |0,133 |0,14
0.125% |0,196 |0,198 |0,203 |0,165 |0,167 |0,156 |0,135 |0,132 [0,131
0.062% |0,175 |0,182 |0,164 |0,15 0,16 0,185 |0,14 0,134 |0,096
0.031% |0,174 |0,18 0,182 |0,141 |0,167 |0,178 |0,098 |0,13 0,141

DADOS DE LEITURA OBTIDOS NA CITOTOXICIDADE

Dados de leitura para as células KB e controle de meio (BCO)

4horas

Concent. KB citotoxicidade 1 KB citotoxicidade 2 KB citotoxicidade 3

1% 0,154 0,09 0,125 (0,229 (0,22 0,212 {0,097 (0,098 |0,091
0.50% 0,172 0,157 |0,158 |0,158 |0,016 |0,166 |0,108 {0,085 {0,079
0.25% 0,197 (0,208 (0,199 |0,221 |0,217 |0,213 |0,202 {0,199 {0,188
0.062% 0,318 (0,338 0,343 |0,341 |0,312 |0,297 |0,342 {0,343 {0,318
C+ 0,329 |0,357 |0,363 |0,33 0,324 (0,314 0,347 0,358 0,358
C- 0,018 (0,015 |0 0,011 (0,009 (0,009 (0,014 0,014 |0,014
Concent. | BCO KB citotoxicidade 1 | BCO KB citotoxicidade 2 | BCO KB citotoxicidade 3
1% 0,002 |0,018 {0,014 (0,054 (0,022 (0,017 |0,004 0,004 |0,007
0.50% 0,002 |0,012 {0,012 {0,033 (0,016 |0,01 0,005 (0,001 |0,004
0.25% 0,001 |0,019 {0,004 (0024 (0,019 (0,005 |0,006 |0,002 {0,003
0.062% |0,003 0,017 |0,005 |0,014 0,012 |0,009 |0,002 0,005 |0,005
C+ 0,009 |0,007 {0,008 (0019 (0,012 (0,008 |0,005 |0,001 {0,006
C- 0,003 |0,002 {0,002 |0022 (0,017 |0,005 |0,01 0,005 0,017
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1 dia
Concent. KB citotoxicidade 1 KB citotoxicidade 2 KB citotoxicidade 3
1% 0,022 0,014 |0,015 |0,02 0,021 |0,023 0,049 |0,05 0,062
0.50% 0,006 |0,002 |0,002 |0,014 |0,02 0,023 [0,059 (0,069 0,081
0.25% 0,004 0,01 0,004 (0,019 (0,032 |0,027 0,039 |0,053 |0,07
0.062% 0,308 |0,285 0,308 |0,275 |0,254 0,256 |0,357 |0,351 {0,354
C+ 0,272 10,294 0,272 (0,281 |0,271 (0,277 |0,353 0,346 |0,341
C- 0,009 |0,006 |0,017 |0,009 |0,007 |0,007 |0,009 {0,003 |0,017
Concent. | BCO KB citotoxicidade 1 | BCO KB citotoxicidade 2 | BCO KB citotoxicidade 3
1% 0,023 0,02 0,007 {0,023 [0,021 |0,017 {0,114 (0,243 |0,142
0.50% 0,012 |0,004 {0,003 |0,005 (0,002 |0,008 |0,025 {0,032 |0,004
0.25% 0,01 0,015 |0,001 |0,006 |0,005 |0,003 |0,009 |0,021 0,035
0.062% |0,008 |0,002 |0,016 |0,01 0 0,017 0,001 |0,043 0,023
C+ 0,017 |0,006 {0,007 |0,011 |0,022 |0,003 |0,025 |0,008 |0,013
C- 0,017 0,009 {0,009 |0012 (0,011 (0,006 |0,022 0,018 |0,012
3 dias
Concent. KB citotoxicidade 1 KB citotoxicidade 2 KB citotoxicidade 3
1% 0,014 0,021 0,035 |0,032 |0,032 |0,033 |0,093 {0,141 {0,083
0.50% 0,006 |0,007 |0,006 |0,033 |0,027 |0,03 0,059 [0,069 |0,04
0.25% 0,003 |0,009 |0,007 |0,022 |0,031 |0,036 |0,043 {0,028 |0,027
0.062% 0,304 0,292 0,284 |0,279 |0,278 |0,269 |0,336 {0,338 |0,308
C+ 0,325 |0,291 |0,308 |0,278 |0,272 |0,278 |0,318 |0,344 |0,336
C- 0,007 |0,005 |0,01 0,061 |0,016 |0,018 |0,012 |0,014 0,005
Concent. | BCO KB citotoxicidade 1 | BCO KB citotoxicidade 2 | BCO KB citotoxicidade 3
1% 0,001 |0,004 (0,002 |0,037 |0,049 |0,041 |0,073 |0,061 |0,065
0.50% 0,008 |0,011 {0,001 (0,025 |0,036 (0,036 |0,036 |0,008 |0,006
0.25% 0,12 0,003 0,005 |0,024 |0,015 0,03 0,002 |0,012 0,009
0.062% |0,005 |0,003 |0,007 |0,017 |0,035 |0,033 |0,002 |0,015 |0,014
C+ 0,013 |0 0,007 |0,023 |0,009 {0,028 |0,007 (0,007 |0,014
C- 0,054 0,002 |0 0,017 0,039 {0,036 |0,005 |0,003 |0,003
5 dias
Concent, KB citotoxicidade 1 KB citotoxicidade 2 KB citotoxicidade 3
1% 0,014 0,018 |0,019 |0,02 0,014 |0,015 |0,055 0,024 0,064
0.50% 0,01 0,009 (0,004 |0,012 |0,012 |0,012 0,023 |0,035 |0,055
0.25% 0,015 |0,014 |0,01 0,014 |0,013 |0,016 |0,038 |0,038 |0,05
0.062% 0,337 (0,333 |0,524 0,291 |0,278 |0,269 |0,385 {0,373 {0,378
C+ 0,319 |0,319 |0,341 |0,291 |0,279 |0,278 |0,319 |0,309 |0,312
C- 0,02 0,019 (0,019 |0,007 |0,006 |0,006 |0,002 |0,001 |0,011
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Concent. | BCO KB citotoxicidade 1 | BCO KB citotoxicidade 2 | BCO KB citotoxicidade 3
1% 0,015 |0,013 |0,008 |0,015 0,022 ]0,014 10,055 0,024 0,064
0.50% 0,023 |0,015 |0,013 |[0,005 |0,006 [0,005 |0,023 |0,035 0,055
0.25% 0,015 |0,012 |0,012 |0,011 |0,008 |0,015 ]0,038 |0,038 0,05
0.062% |0,006 [0,016 [0,01 0,012 |0,002 |0,008 |0,385 |0,373 0,378
C+ 0,011 |0,024 |0,016 |[0,003 |0,003 |0,006 |0,319 |0,309 0,312
C- 0,024 0,023 0,02 0 0,008 |0,005 ]0,002 ]0,001 0,011
7 dias
Concent. KB citotoxicidade 1 KB citotoxicidade 2 KB citotoxicidade 3
1% 0,031 |0,037 |0,036 |0,028 0,024 |0,016 |0,083 [0,108 |0,094
0.50% 0,009 |0,006 |0,015 ]0,022 0,013 |0,019 |0,051 |0,054 0,048
0.25% 0,002 |0,006 |0,003 |0,012 0,008 |0,001 |0,017 |0,029 0,027
0.062% 0,35 [0,374 [0,362 0,329 0,337 |0,25 0,354 |0,346 0,374
C+ 0,358 |04 0,373 ]0,288 |0,326 0,308 0,359 |0,338 0,348
C- 0,034 ]0,035 |0,039 |0,009 0,001 |0,004 |0,012 |0,009 0,008
Concent. | BCO KB citotoxicidade 1 | BCO KB citotoxicidade 2 | BCO KB citotoxicidade 3
1% 0,014 |0,013 |0,011 0,015 0,022 10,014 10,04 0,026 10,017
0.50% 0,024 |0,019 |0,011 |0,005 |0,006 |0,005 |0,066 |0,001 |0,003
0.25% 0,03 0,031 [0,033 |0,011 |0,008 |0,012 0,002 |0,005 |0,004
0.062% |0,031 [0,029 |0,028 0,012 ]0,007 0,008 0,01 0,006 ]0,006
C+ 0,039 |0,048 |0,058 |[0,003 |0,003 [0,006 |0,018 |0,004 0,006
C- 0,04 0,045 [0,049 |0 0,006 |0,005 ]0,014 10,015 0,015
Dados de leitura para as células FLM e controle de meio (BCO)
4 horas
Concent. | FLM citotoxicidade 1 FLM citotoxicidade 2 FLM citotoxicidade 3
1% 0,148 (0,135 |0,143 0,123 |0,096 |0,06 0,262 [0,256 |0,247
0.50% 0,204 0,225 |239 0,206 (0,192 (0,187 (0,248 |0,242 0,247
0.25% 0,252 [0243 10,245 0,231 |0,228 |0,231 |0,247 |025 |0,251
0.062% 0,386 (0,337 (0,336 (0,312 (0,299 |0,316 |0,339 |0,323 0,326
C+ 0,385 (0,374 (0,378 (0,322 (0,319 |0,327 |0,362 |0,332 0,346
C- 0,056 |[0,055 |0,045 0,023 |0,019 |0,022 0,045 |0,05 0,057
Concent. | BCO FLM citotoxicidade 1 | BCO FLM citotoxicidade 2 | BCO FLM citotoxicidade 3
1% 0,085 (0,071 |0,08 |0,054 |0,073 |0,074 0,073 (0,082 0,071
050% |0,075 {0074 |0,066 |[0,032 0,07 0,075 0,068 0,073 |0,071
0.25% |0,072 0,07 0,08 0,044 10,069 |0,067 |0,061 (0,069 0,07
0.062% |0,049 0,064 |0,071 (0,046 |0,034 [0,048 |0,062 |0,075 |0,052
C+ 0,079 0,07 0,071 10,041 {0,021 |0,033 |0,057 |0,065 |0,066
C- 0,079 0,065 |0,067 |0,033 |0,057 |0,046 |0,078 (0,047 0,068




113

1 dia
Concent, FLM citotoxicidade 1 FLM citotoxicidade 2 FLM citotoxicidade 3
1% 0,082 |0,075 (0,081 (0,143 |0,174 |0,127 |0,073 |0,072 |0,066
0.50% 0,076 0,051 |0,067 (0,109 |0,084 |0,081 |0,069 |[0,069 |0,075
0.25% 0,09 0,096 |0,087 {0,118 |0,143 |0,129 |0,105 {0,059 0,063
0.062% 0,321 0,305 {0,304 (0,349 |0,347 |0,338 |0,339 |0,334 |0,332
C+ 0,356 0,321 |0,34 0,384 10,394 0,422 (0,372 |0,362 |0,368
C- 0,069 |0,069 |0,063 [0,062 |0,058 |0,058 |0,049 (0,046 |0,05
Concent. | BCO FLM citotoxicidade 1 | BCO FLM citotoxicidade 2 | BCO FLM citotoxicidade 3
1% 0,098 |0,084 |0,097 |0089 |0,114 0,078 |0,058 |0,077 0,072
0.50% |0,07 0,064 |0,079 0,036 |[0,067 |[0,073 |0,055 |0,061 |0,064
0.25% |0,071 0,07 0,075 |0,057 (0,076 |0,077 |[0,065 |0,056 |0,062
0.062% |0,061 |0,087 |0,075 |0,061 |0,081 |0,072 |0,053 |0,052 0,053
C+ 0,069 (0,073 |0,074 |0055 |0,051 {0,039 |0,06 0,059 |0,053
C- 0,068 |0,073 0,083 |0,069 |0,051 |0,061 |0,05 0,048 0,053
3 dias
Concent. FLM citotoxicidade 1 FLM citotoxicidade 2 FLM citotoxicidade 3
1% 0,081 |0,086 |0,07 0,124 0,141 |0,14 0,087 0,083 |0,079
0.50% 0,07 0,078 0,06 0,083 0,074 |0,075 |[0,083 |0,081 |0,079
0.25% 0,074 0,065 {0,073 |0,035 0,085 |0,08 0,082 0,078 {0,084
0.062% 0,368 0,349 |0,34 0,324 10,37 0,282 0,313 {0,297 0,304
C+ 0,373 0,338 {0,375 (0,331 0,333 |0,402 |0,357 0,32 0,327
C- 0,064 0,058 |0,055 |0,043 |0,051 |0,038 |0,072 |0,068 |0,074
Concent. | BCO FLM citotoxicidade 1 | BCO FLM citotoxicidade 2 | BCO FLM citotoxicidade 3
1% 0,074 10,081 |0,073 |0,261 |0,126 |0,063 |0,079 |0,113 0,102
050% [0,054 |0,072 |0,067 |0055 |0,057 {0,053 {0,078 {0,096 |0,096
0.25% |0,055 |0,063 |0,046 |0,07 0,061 |0,063 |[0,079 0,102 |0,097
0.062% (0,059 |0,049 |0,049 |0,065 |0,072 |0,065 |0,07 0,119 {0,099
C+ 0,067 |[0,054 |0,053 |0,047 |0,061 |0,055 {0,072 {0,102 0,093
C- 0,068 [0,053 |[0,056 [0,045 |0,055 |0,055 {0,083 |0,1 0,111
5 dias
Concent. FLM citotoxicidade 1 FLM citotoxicidade 2 FLM citotoxicidade 3
1% 0,058 | 0,056 | 0,052 | 0,098 | 0,137 | 0,133 | 0,078 | 0,077 | 0,09
0.50% 0,046 | 0,045 | 0,044 | 0,07 | 0,071 | 0,07 | 0,076 | 0,072 | 0,076
0.25% 0,045 | 0,046 | 0,054 | 0,067 | 0,078 | 0,079 | 0,07 | 0,073 | 0,072
0.062% 0,406 | 0,401 | 0,371 | 0,346 | 0,331 | 0,339 | 0,386 | 0,384 | 0,375
C+ 0,385 | 0,369 | 0,37 | 0,349 | 0,354 | 0,315 | 0,361 | 0,377 | 0,37
C- 0,04 | 0,033 | 0,035 | 0,058 | 0,056 | 0,057 | 0,065 | 0,059 | 0,059
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Concent. | BCO FLM citotoxicidade 1 | BCO FLM citotoxicidade 2 | BCO FLM citotoxicidade 3
1% 0,052 | 0,055 | 0,052 | 0,308 | 0,122 | 0,212 | 0,066 | 0,069 | 0,08
0.50% | 0,048 | 0,055 | 0,041 | 0,06 | 0,057 | 0,057 | 0,064 | 0,064 | 0,072
0.25% | 0,055 | 0,056 | 0,045 | 0,059 | 0,06 0,06 | 0,063 | 0,064 | 0,072
0.062% | 0,052 | 0,048 | 0,038 | 0,056 | 0,054 | 0,083 | 0,06 | 0,057 | 0,064
C+ 0,048 | 0,041 | 0,042 | 0,061 | 0,046 | 0,053 | 0,062 | 0,057 | 0,063
C- 0,043 | 0,048 | 0,046 | 0,061 | 0,051 | 0,053 | 0,055 | 0,067 | 0,069
7 dias
Concent. FLM citotoxicidade 1 FLM citotoxicidade 2 FLM citotoxicidade 3

1% 0,096 | 0,104 | 0,101 | 0,095 | 0,141 | 0,145 | 0,098 | 0,093 | 0,091
0.50% 0,064 | 0,063 | 0,056 | 0,066 | 0,075 | 0,071 | 0,087 | 0,082 | 0,085
0.25% 0,066 | 0,062 | 0,065 | 0,057 | 0,069 | 0,067 | 0,089 | 0,085 | 0,094
0.062% 0463 | 0452 | 0,408 | 0,389 | 0,378 | 0,397 | 0,377 | 0,378 | 0,365
C+ 0453 | 0,488 | 0,428 | 0435 | 042 | 0424 | 0,352 | 0,352 | 0,35

C- 0,045 | 0,035 | 0,04 | 0,047 | 0,047 | 0,043 | 0,082 | 0,076 | 0,075
Concent. | BCO FLM citotoxicidade 1 | BCO FLM citotoxicidade 2 | BCO FLM citotoxicidade 3
1% 0,071 | 0,065 | 0,068 | 0,156 | 0,007 | 0,083 | 0,102 | 0,088 | 0,083
0.50% | 0,039 | 004 | 0041 | 0,05 | 0,047 | 0,054 | 0,074 | 0,077 | 0,078
0.25% 0,05 | 0,039 | 0,045 | 0,058 | 0,048 | 0,045 | 0,087 | 0,089 | 0,076
0.062% | 0,043 | 0,042 | 0,05 | 0,051 | 0,055 | 0,048 | 0,076 | 0,091 | 0,084
C+ 0,041 | 0,038 | 0,042 | 0,049 | 0,052 | 0,046 | 0,076 | 0,078 | 0,074
C- 0,043 | 0,036 | 0,036 | 0,05 0,05 | 0,057 | 0,075 | 0,075 | 0,074
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Werkman C. Cytotoxicity of Punica granatum L. (pomegranate) a fibroblast
cell line and a carcinoma cell line [tese]. School of Dentistry of Sdo José
dos Campos, UNESP - S&o Paulo State University; 2009.

ABSTRACT

Several studies have been conducted on Punica granatum L., but their
cytotoxic effects are not well known. The purpose of this study was to
evaluate the cytotoxicity of Punica granatum L. extract (PG) in two cell
lines: human oral mucosa fibroblasts (FLM) and cells of human oral
squamous cell carcinoma (KB). The cells were analized to viability on 24 h
using different concentrations of PG (1%, 0.5%, 0.25%, 0.125%, 0.062%
and 0.031%) and to cell proliferation in five different periods (4 h, 1, 3, 5
and 7 days) using four different concentrations of PG (1%, 0.5%, 0.25%,
0.062%). All tests were performed in triplicate and in three different times.
There were a negative control (Tryton 10%) and a positive control (culture
medium plus 10% SBF, without PG extract). Cell quantification was
performed by the Resazurin method, with evaluation by optical
spectrophotometry (spectrophotometer UVM340 - Asys Hitech GmbH) and
measure of absorbance at a wavelength of 570 nm to 600 nm. Data were
submitted to ANOVA (6%). The results showed inhibition of cell
proliferation in 0,031%, 0.062%, 0.125%, 0.25% and 0.05%
concentrations of PG extract (= 40%) specialty to KB cells in comparison
to FLM cells. PG 1% was toxic to KB and FLM cells. The proliferation test
showed cell proliferation only when using PG 0,062%, for both cell lines
and inhibited proliferation whith all other PG concentrations. These effects
might be related to the anticarcinogenic properties of PG.

Palavras chave: Punica granatum. Phytotherapy. Toxicity. Cell culture.
Fibroblasts. Carcinoma.
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