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RESUMO

SANTOS-NOGUEIRA, T.O.C. Atividade antineoplasica do extrato glicolico comercial de
Aloe vera (L.) Burm. f. em linhagens de cancer de mama. 2021. 101f. Dissertagcéo (Mestrado
em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Desde os primordios da humanidade, plantas vém sendo utilizadas com propdsitos
medicinais para tratamento, cura e prevencao de diversas doenc¢as. Uma planta muito usada pela
populacdo, tanto para fins cosméticos como medicinais, € a Aloe vera, conhecida popularmente
como babosa. Numerosos estudos relatam que a folha da babosa possui muitas atividades
bioldgicas, incluindo anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatéria, imunomoduladora,
hepatoprotetora, antiulcerosa e antidiabética. O cancer é umas das maiores causas de morte
atualmente, e o cancer mamario é o segundo mais incidente. Diante disso, ha uma demanda
constante para o desenvolvimento de novos medicamentos anticancer eficazes e acessiveis, e 0
potencial antineoplasico do extrato glicélico de Aloe vera € de grande interesse. Por isso, este
trabalho tem como objetivo avaliar atividade antineoplasica do extrato glicélico comercial de
Aloe vera, através do tratamento de células tumorais de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e
células ndo tumorais (Vero), a diferentes concentracdes do extrato e por diferentes intervalos
de tempo. Para tanto, a viabilidade celular foi avaliada por dois métodos: ensaio de proliferacdo
WST-1 e o0 ensaio de exclusdo por Azul de Tripan; enquanto a genotoxicidade foi avaliada pelo
ensaio cometa. Os resultados mostraram que o extrato de Aloe vera é citotdxico nas duas
maiores concentracgoes testadas para todas as linhagens, e em 12,5% para as linhagens tumorais
no maior tempo de tratamento (24 h) (p<0,05). Nos ensaios de genotoxicidade, foi observado
que a linhagem MDA-MB-231 tem um aumento da taxa de dano ap6s 24 horas; enquanto as
outras células parecem reparar 0s danos iniciais, indicando uma recuperacdo da viabilidade,
porém ndo o suficiente para igualar-se ao controle. Esses resultados sugerem um potencial
efeito antineoplasico no maior tempo de tratamento (24 h) e na concentracdo 12,5% de extrato
de Aloe vera em células de cancer de mama.

Palavras-chave: Babosa. Cancer. Genotoxicidade. Citotoxicidade. Viabilidade Celular.



ABSTRACT

SANTOS-NOGUEIRA, T.O.C. Antineoplastic activity of the commercial glycolic extract of
Aloe vera (L.) Burm. f. in breast cancer cell lines. 2021. 101 f. Dissertagdo (Mestrado em
Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Since the beginning of humanity, plants has been used for medicinal purposes to treat,
cure and prevent various diseases. A plant widely used by the population, both for cosmetic and
medicinal purposes, is Aloe vera, popularly known as babosa. Numerous studies report that
babosa’s leaf has many biological activities, including anticancer, antioxidant, anti-
inflammatory, immunomodulatory, hepatoprotective, antiulcer and anti-diabetic. Nowadays,
cancer is one of the biggest causes of death, and breast one is the second most common cancer
overall. Given this, there is a constant demand for the development of new effective and
affordable anticancer drugs, and investigation of the antineoplastic potential of the glycolic
extract of Aloe vera could be interesting. Therefore, this work aims to evaluate an antineoplastic
activity of the commercial glycolic extract of Aloe vera, through the treatment of breast tumor
cells (MDA-MB-231 and MCF-7) and non-tumor cells (Vero), to different concentrations of
extract and for different time intervals. Cell viability was evaluated through WST-1
proliferation and the Trypan Blue exclusion assays, while genotoxicity was assessed by the
comet assay. Aloe vera extract was cytotoxic to all cell lineages for the two highest
concentrations tested. Citotoxicity was also observerd for tumor cells, at the concentration of
12.5% in the longest treatment time (24 h) (p <0.05). In genotoxicity tests, it was observed that
the cell lineage MDA-MB-231 has an increasing damage rate after 24 hours; while the other
cells appear to repair the initial damage, indicating a viability recovery, but not enough to match
the control. These results suggest a potential antineoplastic effect of Aloe vera extract with
concentration 12.5% in the longer exposure time (24 h) in breast cancer cells.

Keywords: Babosa. Cancer. Genotoxicity. Cytotoxicity. Cell Viability.
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INTRODUCAO

Desde o inicio da histéria da humanidade, plantas vém sendo utilizadas com
propdsitos medicinais e tém sido a base da medicina moderna (SOLOWEY, 2014).
Diversos vegetais e formas de preparo séo utilizados para diferentes fins terapéuticos e
de prevengdo no mundo inteiro, e muitas vezes seu uso € empirico, sem o devido
conhecimento acerca de possiveis efeitos colaterais. No inicio da década de 1990, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos
cuidados basicos de saude. Os efeitos do uso dessas plantas como terapia podem ser
diretos sobre as células ou indiretos, estimulando o sistema imunoldgico do individuo
(VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005; DJAFOUA et al, 2015). Por causa do
grande uso de vegetais na medicina popular, a pesquisa cientifica basica em torno desse
tema, assim como a industria farmacéutica, vem crescendo muito, principalmente devido
ao uso estar baseado no empirismo e aos principios ativos que podem ser isolados para

promover atividade biolégica.

O Brasil possui uma vasta biodiversidade, que corresponde a cerca de 22% do
total existente no planeta, e assim como grande parte da populacdo mundial, ha uma longa
tradicdo no uso de plantas medicinais (DUTRA et al., 2016). Porém, plantas medicinais
da flora nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas
propriedades farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou comerciantes (VEIGA
JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). A tradicdo e a crenga popular na inocuidade de
produtos naturais ainda sdo grandes, porém, algumas substancias podem causar efeitos
indesejados e até intoxicacdo, o que ocorre comumente em fitomedicamentos, através de
possiveis adulteracdes e toxidez, como por ac¢do sinérgica (interagdo) com outras drogas
(VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). Por isso, pesquisas de efeitos bioldgicos
com plantas medicinais sdo de grande interesse para elucidar os efeitos benéficos e

prejudiciais do seu uso.

Ha trés categorias de medicamentos naturais que muitas vezes sdo vistos como
sinbnimos, mas na realidade ndo sd&o. A OMS define planta medicinal como todo e

qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas
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com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos (WHO,
1998). Ja os fitoterapicos sao definidos, segundo a ANVISA, como todo medicamento
obtido e elaborado tecnicamente, empregando-se exclusivamente matérias-primas
vegetais, com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagnéstico, com beneficio
para o usuério. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos do seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto final
acabado, embalado e rotulado. Na sua preparacdo podem ser utilizados adjuvantes
farmacéuticos permitidos na legislacdo vigente. Nao podem estar incluidas substancias
ativas de outras origens, ndo sendo considerado produto fitoterapico quaisquer
substancias ativas, ainda que de origem vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas
(portaria n° 6, de 31 de janeiro de 1995). Neste Gltimo caso encontra-se o fitofarmaco,
que por definicdo é a substancia ativa, isolada de matérias-primas vegetais ou mesmo,
mistura de substéncias ativas de origem vegetal (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL,
2005). No Brasil, 0 SUS (Sistema Unico de Saude) promove desde 2006 o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (Portaria Interministerial n°
2.960/2008), cujo objetivo ¢ “garantir a populagdo brasileira o acesso seguro € o uso
racional de plantas medicinais e fitoterdpicos, promovendo o uso sustentivel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”

(Ministério da Saude, 2015).

Uma planta comumente usada pela populacdo em geral é a Aloe vera, conhecida
popularmente como babosa e pertencente a familia Aloaceae (Quadro 1). Ela possui um
nome cientifico sindbnimo, Aloe barbadensis Mill., porém, de acordo com a International
Rules of Botanical Nomenclature (Regras Internacionais de Nomenclatura Botanica),
Aloe vera (L.) Burm. f. é o nome legitimo desta espécie (WHO, 1999). A palavra “Aloe”
tem suas raizes na palavra arabe “alloeh”, que significa substdncia amarga brilhante,
enquanto “vera” em latim significa “verdade” (SANCHEZ-MACHADO et al., 2017;
BAJPAI, 2018). A planta cresce em uma grande variedade de climas, incluindo areas
temperadas e subtropicais e, embora seja nativa do sul e do leste da Africa, ao longo do
Nilo, na regi&o de Sudao, foi introduzida nos paises do norte da Africa e do Mediterraneo
(SAHU et al., 2013; MANVITHA e BIDYA, 2014; SANCHEZ-MACHADO et al.,
2017). Atualmente, ela cresce em todas as regides de clima quente do globo, incluindo
Africa, sul da Asia e dos Estados Unidos, Brasil e outros paises da América do Sul
(BOZZI et al., 2007; Global Biodiversity Information Facility, 2020).
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Quadro 1 - Classificacdo taxondmica da Aloe vera (L.) Burm. f.

Classificaciio taxondmica

Reino — Planias
Sub-remo — Fracheobionta (Plantas vasculares)

Superdrvisio — Fspermatdfita (Flantas com
sementes)

Dwvisdio — Magrnoliopkyta (Plantas com flores)
Classe — Lifiopsida (Monocotledonea)
Subclasse - Liliidae

Ordem — Liliales

Familia — Aleaceas

Género — Aloe L.

Espécie — Aloe verg (L)) Burm. £

Nota: Conhecida popularmente como babosa.
Fonte: USDA — United States Departament of Agriculture, 2018.

Sendo uma espécie xerofita, ou seja, que vive em ambientes com baixa
disponibilidade de &gua, adaptou-se com um tecido de armazenamento de &gua,
classificando-se como uma planta suculenta. Aloe vera é uma planta perene, resistente a
seca (resiste a mais de sete anos sem agua) com folhas grossas, afiladas, em forma de
lancas verdes, suculentas, basais, afiadas e pontiagudas (JOSEPH e RAJ, 2010;
MANVITHA & BIDYA, 2014; SANCHEZ-MACHADO et al., 2017). As folhas se unem
no pé formando uma roseta (SANCHEZ-MACHADO et al., 2017) (Figura 1) e
armazenam uma substancia gelatinosa que pode ser facilmente extraida e incorporada em

vérios produtos comercializados livremente em muitos paises (DE LIMA, 2016).
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Figural - Aloe vera (L.) Burm.f.

Fonte: Global Biodiversity Information Facility <https://www.gbif.org/pt/occurrence/2856749386>, 2020.

As folhas consistem em trés camadas, isto é, gel, latex e camada externa (MAAN
et al., 2018) (Figura 2). O gel, também conhecido como suco de Aloe, é a camada interna
constituida de tecidos moles, claros, imidos e escorregadios, com grandes células de
parénquima. Este € um material gelatinoso mucilaginoso transparente. O gel contém agua
(99%), glucomananas, aminoacidos, lipidios, esterois e vitaminas (HAMMAN, 2008;
RAMACHANDRA e RAO, 2008; BENITEZ et al., 2015; MAAN et al., 2018). Com base
na matéria seca, o gel consiste em 55% de polissacarideos, 17% de agUcares, 7% de
proteinas, 4% de lipidios, 16% de minerais, 1% de compostos fendlicos e uma variedade
de vitaminas, incluindo vitamina A, C, E, B1, B2 B12, niacina, colina e acido folico
(FEMENIA et al., 1999; NI et al., 2004; RADHA e LAXMIPRIYA, 2014; AHLAWAT
e KHATKAR, 2014; MAAN et al., 2018) (Figura 3). Este produto da folha é o mais
frequentemente usado para diversos fins devido a grande quantidade de vitaminas,
enzimas, minerais e polissacarideos. J& a camada média, o latex, é o exudado amarelo
amargo das células periciclicas que contém antraquinonas, seiva amarga amarelada e
glicosideos (HAMMAN, 2008; MAAN et al., 2018). O latex € utilizado por suas
propriedades laxativas. E a camada externa é uma epiderme espessa coberta com cuticula
em torno do mesofilo, que consiste em 15 a 20 células, o que da protecdo a matriz de gel
e ajuda na sintese de carboidratos e proteinas (MISIR, BRISHTI e HOQUE, 2014;
MAAN et al., 2018). A composi¢do quimica da folha de Aloe vera (L.) Burm. f. esta
representada no Quadro 2 e mais especificamente do seu gel na Figura 3.
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Quadro 2 - Composicdo quimica da folha de Aloe vera (L.) Burm. f

Composicao quimica de Aloe vera (L.) Burm. f.

Aloe-emodin, acido-aloético, antranol, aloina
A e B (ou de modo geral, barbaloina),

ANTRAQUINONA/ANTRONA ) ) o o

isobarbaloina, emodina, éster de acido

cinamico.

Manana pura, acetilato de manana, acetilato
glicomanana, glucogaloctomanana, galactano,
CARBOIDRATOS galactogalacturano,arabinogalactano, celulose,
galactoglicoarabinomanana, substancia

péptica, xileno.

Fosfatase Alcalina, amilase, carboxipeptidase,
catalase, ciclooxidase, ciclooxigenase, lipase,
ENZIMAS ) _ _

oxidase, carboxilase fosfoenolpiruvato,

superoxido dismutase

COMPONENTES Calcio, cloro, cromo, cobre, ferro, magnésio,

INORGANICOS manganés, potassio, fésforo, sodio, zinco.

Alanina, arginina, acido aspartico, acido
NVIINOY NI [pIol =TS IVN S glutamico, glicina, histidina, hidroxiprolina,
E NAO ESSENCIAIS isoleucina, leucina, lisina, metionina,

fenilalanina, prolina, treonina, tirosina, valina.

Acido araquidonico, acido a-linolenico,

esterdides (colesterol, campestrol, Bsitosterol),
COMPONENTES

_ _ triglicerideos, ligninas, sorbato de potéssio,
ORGANICOS E LIPIDICOS

triterpendides, giberilina, acido salicilico,
acido Urico.

PROTEINAS Lectina, substancia lectina-like.

Manose, glicose, aldopentose, L-rhamnose,

SACARIDEOS

celulose

Vitaminas A, B1, B2, B6, C, beta-caroteno,
colina, acido félico, alfa-tocoferol.

VITAMINAS

Fonte: Hamman, 2008 e Sharrif e Sandeep, 2011.
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Figura 2 - Representacdo de um corte da folha de Aloe vera.

Polpa externa da folha de Aloe vera Casca verde ou cuticula da
contem litex ¢ antraquinonas planta Aloe vera

| %
R E O ® E —

A camada interna da folha
armazena o gel de Aloe vera

Flanta Alve vers

Nota: Na representacdo podem ser vistas as trés camadas da folha: revestimento exterior, latex e gel.
Fonte: traduzido de National Institute of Environmental Health Science, 2018.

Figura 3 - Composi¢do quimica do gel de Aloe vera (L.) Burm. f.
4% _ 1%

7%

= Polissacarideos " Acucares
Minerais Proteinas
= [ipideos = Compostos fendlicos

Nota: Composicéo baseada na matéria seca.
Fonte: traduzido de Maan, 2018.

A Aloe vera é amplamente estudada devido ao seu uso tanto na medicina popular
guanto em cosméticos. Em todo o mundo é visto um aumento na pesquisa de plantas e
um grande namero de evidéncias aponta para o imenso potencial de plantas usadas em
varios sistemas tradicionais (DAHANUKAR, KULKARNI e REGE, 2000; BAJPAI,
2018). E esta planta tem desfrutado de uma longa historia de fornecimento de inimeros
beneficios para a saude, constituindo-se um dos remédios fitoterapicos mais utilizados
em todo o mundo (BAJPAI, 2018). Os registros de seu uso sé@o bem antigos, como 0s
tabletes de argila sumérios datados de 2100 a.C. (KRAMER, 1954; BAJPAI, 2018) e os
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papiros egipcios de 1552 d.C. mencionando propriedades laxativas da babosa (TAYLOR,
1965; BAJPAI, 2018). Aloe vera, conhecida como a "planta da imortalidade” no inicio do
Egito, é usada como uma medicina tradicional nas culturas arabe, chinesa, egipcia, grega,
indiana, japonesa, coreana e romana (GRINDLAY e REYNOLDS, 1986; ATHERTON,
1998). Devido as suas atividades farmacoldgicas, a Aloe vera encontra seu lugar na ampla
lista de aplicacOes terapéuticas de suas diferentes partes, que sdo empregadas na gestdo
tradicional de diversas doencas veterinarias e humanas (BLUMENTHAL et al., 1998;
BAJPAI, 2018). Reynolds e Dweck (1999), em sua revisdo, citam diversos estudos
indicando que a Aloe vera possui atividades bioldgicas que inclui: anticancerigena,
antioxidante, anti-inflamatoria, imunomoduladora, hepatoprotetora, antiulcerosa,
antidiabética, cicatrizacao de feridas, protecdo contra danos da pele por raios X, protecédo
contra cancer de pulmao, protecdo contra problemas intestinais, aumento da lipoproteina
de alta densidade (HDL), reducéo da lipoproteina de baixa densidade (LDL), tratamento
de herpes genital e psoriase. Particularmente, sua atividade antineoplasica é de grande

interesse para o presente estudo.

Agentes ativos contra neoplasias sdo muito procurados e as preparacdes de Aloe
vera sdo candidatas oObvias (REYNOLDS & DWECK, 1999). As glicoproteinas
(lectinas), antraquinonas e polissacarideos, presente no gel de A. vera, foram relatados
como tendo efeitos antitumorais e antiulcerosos, aléem de aumentar a proliferacdo de
células dérmicas humanas normais (YAGI et al., 1997; CHOI et al., 2001; YAGI et al.,
2003; BAJPAI, 2018). Em especial, duas antraquinonas tém se destacado nas pesquisas
anticancer: aloina e aloe-emodina. Aloina inibe a secrecdo de VEGF em células
cancerigenas. O VEGF (vascular endothelial growth factor) € uma citocina proé-
angiogénica e induz a neovascularizagéo tumoral (PECERE et al., 2000; BAJPAI, 2018).
Aloe-emodina é um derivado da antracenediona proveniente da folha de A. vera que
possui efeito inibitorio na expressao génica de N-acetil transferase que desempenha um
papel inicial no metabolismo de carcinégenos de aril amina em células humanas de
melanoma (BAJPAI, 2018). Estudos mostram uma notavel atividade antineoplésica da
aloe-emodina através de mecanismos moleculares diversos, como a inducéo de apoptose,
interrupcdo do ciclo celular, antimetastase e aumento da funcdo imunoldgica, em
diferentes células tumorais, como de pulmao, figado e colon (DIVYA et al., 2016; YANG
etal., 2016; WU et al., 2017).
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O cancer é umas das maiores causas de morte da atualidade. Segundo a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), em 2012, em todo o mundo, houve
14,1 milhdes de novos casos, 8,2 milhdes de mortes e 32,6 milhdes de pessoas vivendo
com cancer dentro de cinco anos de diagnostico. A previsao para o Brasil em 2020 era de
553.050 novos casos de cancer (aumento de quase 21% comparado a 2012), com taxa de
mortalidade de cerca de 52%, segundo estatisticas GLOBOCAN 2012 (IARC) (Figura
4). Diante disso, pesquisas relacionadas a esta doenca sao essenciais. Portanto, ha uma
demanda constante para o desenvolvimento de novos medicamentos anticancer eficazes
e acessiveis (COSERI, 2009; SOLOWEY et al., 2014). Muito ja tem sido feito, tanto para
compreensdo dos seus mecanismos, formas de prevencdo, diagnostico e tratamento.
Aproximadamente 60% das drogas usadas atualmente para o tratamento do cancer foram
isoladas de produtos naturais (GORDALIZA, 2007; SOLOWEY et al., 2014) e o reino
vegetal tem sido a fonte mais significativa (SOLOWEY et al.,, 2014). As plantas
medicinais constituem uma alternativa comum para o tratamento do cancer em muitos
paises ao redor do mundo (GERSON-CWILICH, SERRANO-OLVERA e
VILLALOBOSPRIETO, 2006; TASCILAR et al., 2006; SOLOWEY et al., 2014). Mais
de 3000 plantas ja foram relatadas por ter propriedades anticancerigenas, inclusive a Aloe
vera (SOLOWEY et al., 2014).

Entre os tipos de cancer mais frequentes, o cancer de mama é o cancer com maior
incidéncia no mundo (GLOBOCAN, 2021) (Figura5). A taxa de mortalidade deste cancer
ndo é uma das maiores, porém ainda sim € significativa, sendo de aproximadamente 30%.
De acordo com as previsdes do IARC, no Brasil, em dois anos 0 numero de casos de
cancer de mama em mulheres aumentara 5,3% e em 2040 o aumento acumulado sera de
55,4%, referente ao ano de 2018. Apesar de também atingir homens, a ocorréncia nesses

individuos é muito baixa.
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Figura 4 - Dados do ano de 2012 e as previsdes para 2020 de novos casos de casos de
cancer e de mortalidade por cancer no Brasil.

Brazil
(a) All i
cancers excl. non-melanoma skin cancer

[ Year _|Estimated number ofnew cancers (allages) | Mals | Fomale | Bonsexes |
2012 223077 214515 437592
ages <65 104505 127955 232460
ages >=65 118572 86560 205132
2020 285469 267581
ages < 65 125817 148997 274814
ages >=65 159652 118584 278236
Demographic change 62392 53066 115458
ages <65 21312 21042 42354
ages >= 65 41080 32024 73104

GLOBOCAN 2012 (IARC) - 7.7.2018

Brazil

(b) All cancers excl. non-melanoma skin cancer
[ Year |Estimated numberof cancer deths (allages) | Male | Female | Bohseres |
2012 121088 103606 224694
ages < 65 51484 49029 100513
ages >= 65 69604 54577 124181
2020 155416 132806 288222
ages < 65 62166 58213 120379
ages >= 65 23250 74593 167843
Demographic change 34328 29200 63528
ages < 65 10682 9184 19866
ages >=65 23646 20016 43662

GLOBOCAN 2012 (IARC) - 7.7.2018

Legenda: novos casos de casos de cancer (a) e de mortalidade por cancer (b).
Fonte: International Agency of Research on Cancer (IARC) <http://globocan.iarc.fr/>, 2018.

Figura 5 - Estimativa do numero de casos e mortes de cancer no mundo.

Estimated number of incident cases and deaths worldwide, both sexes, all ages

Breast

Lung
Colorectum
Prostate
Stomach
Liver

Cervix uteri

Oesophagus
B Incidence
Thyroid M Mortality
Bladder
T T T T T T
0 400 000 800 000 1200000 1 600 000 2 000 000 2 400 000
Data source:GLOBOCAN 2020 Numbers Imtrrnstonal Agency b Research om Gancer
Graph production: Global Cancer Observatory [hng:f,n’gcu.iarc.frf}
‘© International Agency for Research on Cancer 2021 S

Grganaranen

Legenda: nimero de casos (azul) e mortes (vermelho) de cancer no mundo, em ambos 0s sexos e todas as
idades para 2020, realizado pela IARC.
Fonte: International Agency of Research on Cancer (IARC) <http://globocan.iarc.fr/>, 2021.



26

Métodos de andlise in vitro, como a utilizacdo de linhagens celulares de cancer
mamario, auxiliam na compreensdo da fisiologia da doenca e também no
desenvolvimento de medicamentos anticancer (RAVI, SNEKA E JOSHIPURA, 2019).
Duas linhagens celulares amplamente utilizadas no estudo do cancer de mama sdo a
MDA-MB-231 e MCF-7 (Figura 6). O estudo com essas duas linhagens tem como
vantagem o fato delas possuirem receptores distintos em suas membranas, sendo assim,
representam o cancer de mama em estagios diferentes de desenvolvimento e podem
apresentar respostas diferenciadas as condigdes do ambiente. Esses receptores sao
comumente utilizados para classificar linhagens de cancer de mama, e sdo: receptor de
estrogénio (estrogen receptor - ER), receptor de progesterona (progesterone receptor -
PR) e receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (human epidermal growth
factor receptor 2 - HER2). A linhagem MCF-7 possui receptores de estrogénio e
progesterona, porém é negativa para o receptor fator HER2, sendo pouco agressiva e nao
invasiva (GEST et al., 2013; COMSA, CIMPEAN ¢ RAICA, 2015). A MDA-MB-231 é
chamada de triplo-negativa por néo ter tais receptores e é considerada altamente agressiva
e invasiva (European Collection of Authenticated Cell Cultures - ECACC). Devido a
essas diferencas, os tratamentos para canceres de mama com tais caracteristicas também
sdo diferenciados, sendo indicado o hormonal (terapia alvo) no primeiro caso e o
quimioterapico (inespecifica) no segundo (MOSES, EDWARDS e BRANTLEY, 2016).
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Figura 6 - Imagens das células de adenocarcinoma mamario MDA-MB-231 e MCF-7

ATCC Number: HTB-26 ™ ATCC Number: HTB-22
Designation: ~ MDA-MB-231 Designation: ~ MCEF-7

Low Density

Low Density Scale Bar = 100um

Legenda: MDA-MB-231 (esquerda) e MCF-7 (direita), em baixa densidade.
Fonte: <https://www.atcc.org/en.aspx/>, 2019.

Portanto, o cancer de mama pode ser tratado com quimioterapia, radioterapia, agente

anti-hormonal e terapias alvo. No entanto, como a incidéncia de cancer de mama continua
a aumentar, € necessario o desenvolvimento de terapias alternativas com maior eficacia
(TSENG et al., 2017). Por isso, a importancia do presente trabalho estd em estudar a
possivel acdo antineoplasica do extrato glicélico de Aloe vera (L.) Burm. f. em linhagens

de cancer de mama.


https://www.atcc.org/en.aspx
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1 OBJETIVO

1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antineoplésica do extrato glicélico comercial de Aloe vera,
através do tratamento de células tumorais de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e células

ndo tumorais (Vero).

1.2 Objetivos especificos

e Analisar a citotoxicidade do extrato através do ensaio de proliferacdo WST-1 e do
ensaio de excluséo por Azul de Tripan;

e Analisar a genotoxicidade do extrato nas diferentes linhagens celulares através do
ensaio cometa;

e Determinar o perfil fitoquimico do extrato glicélico comercial de Aloe vera;
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extrato de Aloe vera

O extrato glicolico de Aloe vera utilizado no presente estudo foi doado pela
empresa Mapric® (S&o Paulo, Brasil) e foi extraido do suco condensado seco das folhas,
segundo o fabricante (Anexo 1). As linhagens celulares foram incubadas com o extrato
nas propor¢des de 1,56%, 3,12%, 6,25%, 12,5%, 18,75%, 25% e 50%, diluido em seus

respectivos meios de cultivo.

2.2 Cultura de células

2.2.1 Linhagens celulares e suas condicdes de cultivo

As células das linhagens Vero (células epiteliais renais de Cercopithecus
aethiops), MDA-MB-231 e MCF-7 (ambas derivadas de adenocarcinoma de células
epiteliais da glandula mamaria humana) (American Type Culture Collection - ATCC)
foram cultivadas em diferentes meios de cultivo, ambos suplementados com 10% de soro
fetal bovino (SFB), 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina com antimicético -
Vitrocell) e 1% de glutamina. As células Vero foram cultivadas em Meio Dulbecco MEM
(DMEM) enquanto as celulas MDA-MB-231 e MCF-7 foram cultivadas em meio RPMI.
Os trés tipos celulares sdo aderentes e crescem em monocamada e foram cultivadas nas

mesmas condicdes: em garrafas de 75 cm?, em estufa a 37°C e 5% de CO».

2.2.2 Descongelamento celular
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Para o inicio do cultivo, as células foram retiradas de um estoque congelado a
temperatura de -80°C. Essas células foram congeladas em uma solucéo de congelamento
composta por 90% de soro fetal bovino (SFB) e 10% de dimetilsulféxido (DMSO). O
DMSO é um crioprotetor e evita a formacao de cristais de gelo que perfurem a membrana
celular, porém em temperatura ambiente pode ser toxico as células (Weng e Beauchesne,
2020), por isso, deve ser eliminado apos o descongelamento. As células estavam alocadas
em um criotubo (2 mL) e foram descongeladas rapidamente em agua ultrapura a 37°C em
banho-maria. Ap6s descongelamento total do contetido do criotubo, este foi transferido
para um tubo de polipropileno de fundo conico de 15 mL (tipo falcon) e diluido com PBS,
e entdo centrifugado por 3 minutos a 1000 rpm (Centrifuga Excelsa Baby Il — Modelo
206-R). O sobrenadante foi entdo descartado, eliminando assim os resquicios de DMSO.
Apos essa etapa, foi adicionado 1 mL do respectivo meio de cultivo ao tubo falcon para
que o precipitado de células (pellet) fosse solubilizado, deixando as células em suspenséo,
e entdo esse contetdo foi transferido para a garrafa de cultivo, onde foi adicionado mais

meio (10 mL) para a nutricdo e crescimento celular.

2.2.3 Cultivo, manutencao e tripsinizacdo celular

Para o cultivo celular, as células foram mantidas em garrafas de 75 cm? na estufa
a 37°C e 5% de CO2 com seus respectivos meios suplementados. O meio de cultivo foi
trocado a cada trés ou quatro dias, ou conforme a necessidade (a varia¢do no pH do meio
pode ser observada através da mudanca de cor, de rosado para alaranjado/amarelado),

para repor o0s nutrientes e eliminar as excretas celulares.

Quando visualmente a confluéncia atingia 80% (densidade celular na area
delimitada) na garrafa, as células foram dissociadas através da a¢ao da tripsina, que é uma
enzima que degrada as proteinas de adesdo da membrana, para serem plaqueadas para 0s
experimentos. O meio foi descartado e PBS adicionado para a limpeza da garrafa,
eliminando qualquer proteina que pudesse interferir na acdo da tripsina. Entdo foram

adicionados 3 mL de tripsina (Tripsina EDTA 250 mg%) e a garrafa levada a estufa mais
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uma vez, por 3 minutos. Apos este tempo, foi possivel observar através do microscopio
optico invertido (INV-100 — Bel Equipments) que as células ndo estavam mais aderidas
a parede da garrafa. Foram entdo adicionados a garrafa 5 mL de meio suplementado para
aumentar a oferta de substrato (proteinas presentes no meio de cultivo) para a enzima, e
assim inibir a tripsina, impedindo que ela degradasse mais proteinas da membrana celular
além daquelas que participam da adeséo celular. Todo esse contetdo foi transferido para
um tubo falcon (15 mL) e centrifugado por 3 minutos a 1000 rpm (Centrifuga Excelsa
Baby Il — Modelo 206-R), e depois o sobrenadante foi descartado, e adicionado 1 mL de
meio para solubilizar o pellet. Assim, foi retirada uma aliquota (10 pL) a qual foi

transferida para um microtubo (1,5 mL) para a contagem.

2.2.4 Contagem celular na cdmara de Neubauer

Para a contagem, foram adicionados mais 10 pL do corante azul de tripan e a
solucdo foi homogeneizada. Desta solu¢do, 10 pL foram transferidos a camara de
Neubauer, onde foi contabilizada a quantidade de células. Através das formulas

apresentadas no Quadro 3, foi possivel obter o nimero de células correspondente.

Quadro 3 - Férmula utilizada para contagem de células na Camara de Neubauer.
Somatorio do n® de células dos 4 quadrantes
4

x 10* x Fator de diluigio = Células/mL

Volume final (solucao)

Fator de dilugdo =
ator ae AUUCA0 = ¥ hume inicial (células)

Fonte: Peres & Curi, 2005.

2.2.5 Plaqueamento das células
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Segundo a padronizacdo realizada por De Lima (2016), a concentracdo ideal para
semear nas placas de 96 pocos € a de 3x10% células por pogo. Nesta concentragdo, as
células apresentardo confluéncia de aproximadamente 60% apds as 48 horas de cultivo e
apos isso podem ser tratadas com os agentes. Posteriormente, foi utilizada a concentracéo
de células de 10 células por pogo cultivadas por somente 24 horas, pois segundo a mesma
padronizacdo, também se observa 60% de confluéncia. Para placas de 24 pocos, a

concentracdo padronizada e utilizada foi de 2,5x10* células por pogo.

Apdbs obter o numero total de células da garrafa de cultivo através da contagem
com camara de Neubauer, foram entdo feitos calculos utilizando a regra de trés para
plaquear a quantidade de células correspondente a padronizacao citada nos pocos da placa
de 96 pocos. Apds adicionar as células aos pocos, o volume foi completado para chegar

a 200 pL e a placa foi mantida em estufa a 37°C e 5% de CO; pelo tempo padronizado.

2.3 CondigOes experimentais

Para o estudo, as células tinham o meio de cultivo substituido por uma solugéo
contendo meio suplementado e extrato comercial de Aloe vera em diferentes
concentrages (1,56%, 3,12%, 6,25%, 12,5%, 25% e 50%) e o controle (somente o0 meio
de cultivo suplementado) (Tabela 1). As células foram tratadas com essas diferentes
concentracdes do extrato por 2 e 24 horas na estufa a 37°C e 5% de CO.. Posteriormente,
ao longo do estudo e de acordo com os resultados observados, foram selecionadas duas
das concentrages ja estudadas (12,5% e 25%) e uma intermediéaria a elas (18,75%) para
a fase 2 dos experimentos. Além disto, mais um tempo de tratamento foi acrescentado, o
qual foi chamado de 24 h+. Esse tempo consistia em expor as células por 24 horas ao
extrato e apos isso, lavar os po¢os com PBS, acrescentar meio de cultivo suplementado
fresco e cultivar as células por mais 24 horas, sem a presenca do extrato glicélico de Aloe

vera.

No decorrer do estudo, as células também foram tratadas com uma solucéo

contendo meio de cultivo e PBS, nas seguintes concentracGes de PBS: 12,5%, 25% e
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50%. O tempo que as células foram tratadas foi de 24 horas e posteriormente também
houve a troca por meio de cultivo sem extrato e manutencéo das células por mais 24 horas.
Esse experimento foi realizado para garantir que a diminuigcdo da viabilidade celular
observada era resultado da agéo do extrato glicélico de Aloe vera, e ndo devido ao fato da

célula estar recebendo menor volume de meio de cultivo que o controle.

Tabela 1 - Quantidade de extrato e meio de cultivo referente a cada concentragdo por pogco
da placa de 96 pocos (200 piL).

Concentracgdes de Aloe vera Extrato
50% 100 pL 100 pL
25% 50 pL 150 pL
18,75% 37,5 uL 162,5 uL
12,5% 25 uL 175 pL
6,25% 12,5 uL 187,5 uL
3,12% 6,25 L 193,75 pL
1,56% 3,12 pL 196,88 pL
0% (Controle) 0puL 200 pL

2.4 Ensaio de proliferagcdo WST-1

O Ensaio de proliferacdo por WST-1 é uma técnica colorimétrica que avalia o
metabolismo celular, e com isso, indiretamente, também é capaz de medir a viabilidade
celular. O principio da técnica se baseia na clivagem do sal tetrazolio (WST-1) em
formazan por enzimas desidrogenases mitocondriais (succinato-tetrazolio redutase)
durante o metabolismo e a respiracdo celular (Figura 7). O formazan originado possui
uma cor amarelo-alaranjado, o qual pode ser quantificado a 450 nm, utilizando um leitor
de placa ELISA (Leitor de microplacas Polaris, Celer). Desta maneira, é possivel
relacionar a absorbancia da amostra com o metabolismo mitocondrial e a viabilidade

celular.
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Figura 7 - Principio do ensaio de proliferacdo WST-1.
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Fonte: A autora.
Apdbs o periodo de tratamento das células ao extrato glicdlico de Aloe vera foi

realizado o ensaio de proliferagdo WST-1 adicionando 2 pL do reagente e 8 pL do
respectivo meio de cultivo completo em cada poc¢o. Depois disto, as culturas celulares
foram incubadas na estufa & 37°C e 5% de CO- por 1 hora antes da leitura no leitor de
placa de ELISA (Figura 8). A leitura fornece os resultados referentes a absorbancia. O
ensaio foi padronizado de acordo com a as especificacbes da Roche Applied Science
(Manual Versédo 16/Fevereiro de 2011 — Cell Proliferation Reagent WST-1), com
modificaces.

Ao longo do estudo, foi realizado teste de comprovacéo de interferéncia da cor
dos respectivos extratos nas leituras realizadas. Para isto, antes da adigéo do reagente
WST-1, todas as solugdes foram substituidas por PBS, assim néo teria influéncia da cor,
visto que todos 0s grupos estariam iguais e transparentes. E as células, por estarem
aderidas, nao sofreriam modificacbes no seu numero além daquelas provocadas
anteriormente pela exposicdo ao extrato. A diferenca seria, apos a adicdo de WST-1 e o
tempo de incubacdo na estufa (1 h), apenas em decorréncia & quantidade de formazan

produzido, que seria proporcional a quantidade de células viaveis.



Figura 8 - Protocolo do ensaio de proliferacdo WST-1.
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Fonte: adaptado de <https://www.takarabio.com/products/cell-biology-assays/cell-biology-reagents/wst-1-

cell-proliferation/>

2.5 Ensaio de exclusédo por Azul de Tripan

O ensaio de exclusdo por Azul de Tripan é uma técnica muito utilizada para avaliar

citotoxicidade por meio da visualizacdo e diferenciacdo das células vivas e mortas

(PERES e CURI, 2005). O principio do ensaio é baseado na seletividade da membrana

plasmética, que é perdida quando a célula se torna inviavel. A célula morta, sem a

seletividade da membrana, permite que o corante penetre o citoplasma, tornando-se azul,

enguanto as que permanecem viaveis se mantém transparentes sem o corante (Figura 9).

Figura 9 - Principio do ensaio de exclusdo por Azul de Tripan.

0

N UINE

194

(o}
0.

[0}
cO. d i
=0, ool

(o X (0]

O

Azul de @ °

Tripan

o

=)

Vidveis Nao-vidveis

-
O
OOO. o}
O

o}
]

°:>®<0: '

Fonte: A autora.

Para esse ensaio, apds o tratamento por 2 e 24 horas, as células foram retiradas da

placa de 96 pogos com 70 pL de tripsina, ficando por 5 minutos na estufa e a tripsina foi
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inativada com 100 pL de meio. Entdo as células foram retiradas das placas e transferidas
para microtubos, os quais foram centrifugados por 10 minutos a 5000 rpm (MiniSpin
plus® - Eppendorf) para a eliminagéo do sobrenadante contendo tripsina. Em seguida, 10
uL de meio foram adicionados a cada microtubo contendo as células e foram adicionados
10 pL do corante de azul de tripan (proporgéo 1:1), totalizando 20 pL de solugéo, que foi
homogeneizada. Entdo, 10 pL da solucdo foram transferidos para uma Camara de
Neubauer e foi feita a contagem de células mortas e vivas através do microscépio 6ptico
(Figura 10).

Figura 10 - Protocolo do ensaio de exclusdo por Azul de Tripan
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Fonte: A autora.

2.6 Ensaio Cometa

O ensaio cometa, ou também chamado single-cell gel electrophoresis
(eletroforese em gel de célula Unica) ou pela abreviagdo SCG, é uma técnica de
eletroforese em microgel desenvolvida para detectar danos no DNA em nivel celular,
individualmente. Este ensaio recebe tal nome devido ao formato que o nucledide ganha

apos ser submetido a uma diferenca de potencial durante a eletroforese, onde os



37

fragmentos de DNA formam uma espécie de uma cauda, assemelhando-se a um cometa.
Uma vez que as lesbes detectaveis por este teste sdo passiveis de corre¢do, o0 ensaio
cometa pode também ser utilizado para estudar, ndo sé danos, mas também reparo no
DNA, trazendo informag&o sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada. O ensaio cometa
€ um método rapido, sensivel e relativamente simples para medir danos no DNA: quebras
de DNA de cadeia simples e fita dupla, dano alcali-labil, sitios de reparo de excisdo
incompletos e cross-linking DNA (Cortés-Gutiérrez et al., 2011; Neri et al., 2015; Pu,
Wang e Klaunig, 2015).

2.6.1 Preparo das laminas com solucdo de agarose de ponto de fusdo normal (agarose
NMP

A solucdo de agarose NMP (Normal melting point ou ponto de fusdo normal) foi
preparada dissolvendo-se 3g de agarose NMP em 200mL de tampéo PBS (concentracdo
final de 1,5%). A solucgdo foi fervida até ficar translicida e, apds esfriar e gelificar, o
processo foi repetido por mais 2 vezes. Foi adicionado PBS para compensar o volume

perdido, decorrente da fervura. A solucéo foi armazenada em geladeira a 4°C.

Para preparo das laminas, a solucao de agarose gelificada foi aquecida novamente
para retornar ao estado liquido e mantida em banho-maria a 65°C para manutencao da
temperatura. As lIaminas de microscopia foram mergulhadas na solugéo, até o inicio da
regido fosca da ldmina. Foram entdo escorridas e sua face posterior foi limpa com papel
seco, sendo entdo colocadas na posicdo horizontal, permanecendo secando em

temperatura ambiente por pelo menos 24 horas.

2.6.2 Preparo da solucdo de agarose de ponto de fusdo baixo (agarose LMP)

A solucdo de agarose LMP (Low melting point ou baixo ponto de fusdo) foi
preparada dissolvendo-se 1g de agarose LMP em 200mL de tampdo PBS (concentragdo
final de 0,5%), sendo realizado o mesmo procedimento descrito acima para
homogeneizacdo. Para a manutencdo do seu estado liquido, a solucdo era mantida em

banho-maria a 37°C.
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2.6.3 Aplicacdo da matriz biolégica nas laminas

Terminado o periodo de exposicdo ao extrato, as solucBes contendo meio de
cultivo celular e o extrato foram removidas de todos 0s pocos da placa de 24 pocos e cada
pogo foi lavado com 400 puL de PBS. Adicionou-se 100 pL de tripsina em cada pogo e a
placa foi incubada em a estufa (37°C, 5% de CO2) por 5 minutos. Ap6s o isolamento das
células, visualizado em microscépio invertido, adicionou-se 150 pL de meio cultivo
suplementado e o volume de cada pogo foi transferido para tubos individuais do tipo
eppendorf, centrifugados por 10 minutos a 5000 rpm (MiniSpin plus® - Eppendorf). O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 80 pL. de agarose LMP. Todo o
volume foli, entdo, aplicado nas laminas pré-cobertas com agarose NMP e uma laminula
foi colocada sobre a lamina. Posteriormente, as laminas foram levadas a geladeira até que

solidificassem (aproximadamente 1h).

2.6.4 Preparo das solucdes de lise e imersao das laminas

A solucdo de lise consiste nas solucdes solucéo 1 e solucdo 2, cujas composicoes
estdo apresentadas no Apéndice A. A solucéo 2 deve ser preparada imediatamente antes
do uso e misturada a solucéo 1, preparada com antecedéncia. Essa mistura era depositada
em uma cuba de vidro horizontal protegida da luz e mantida na geladeira a 4°C. Antes
das l&minas serem colocadas na cuba de vidro, as laminulas foram retiradas, e entéo as

laminas foram imersas na solucéo de lise, onde ficavam por 48h a 4°C.

Nessa etapa, reagentes com propriedades detergentes agem sobre as membranas

celular e nuclear, rompendo-as e expondo 0 material genético. Por isso, é importante
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proteger as amostras da luz e de temperaturas elevadas, visto que o DNA ¢é sensivel a

esses fatores.

2.6.5 Eletroforese em gel em condicdes alcalinas

Em um ambiente com auséncia de luz direta, as laminas foram retiradas da solugédo
de lise e organizadas em uma cuba horizontal de eletroforese 25x20cm (Digel), todas na
mesma orientacdo. Em seguida, 800 mL de tampdo de corrida alcalino (Apéndice A) foi
vertido sobre elas. As laminas permaneciam imersas no tampéo de corrida por 20 minutos,
para 0 rompimento das pontes de hidrogénio e para que o DNA fosse completamente

desnaturado (Unwinding time). Assim, pode-se quantificar quebras simples e duplas.

A etapa de eletroforese foi realizada por 25 minutos (25V, 300mA), utilizando- se
uma fonte marca GE, modelo EPS301. A corrente elétrica proporciona a migracao dos

segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, em direcdo ao anodo.

2.6.6_Neutralizacdo

Ao final da eletroforese, as ldminas foram retiradas da cuba e a solugdo de
neutralizacdo foi gotejada sobre as laminas. Esse processo foi realizado trés vezes, com
intervalos de cinco minutos entre eles. Em seguida, as laminas foram hidratadas duas

vezes com agua ultrapura e permaneceram secando em posi¢do horizontal por 24h.

Nesta etapa, a dupla fita do DNA, que antes havia sido separada, foi unida
novamente, devido a alteracdo do pH. Esta etapa é imprescindivel para a proxima, de

coloracdo, visto que o corante € intercalante.
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2.6.7 Coloracdo com prata

Primeiramente, a solugcdo fixadora foi gotejada sobre as laminas, e apés 10
minutos, estas foram lavadas com agua ultrapura trés vezes e permaneceram secando por

24h. Depois disto, essas laminas foram hidratadas por 5 minutos.

Em uma cuba de vidro, em banho-maria a 37°C, 66% de solucdo A (Apéndice A)
era misturada a 34% de solucéo B (Apéndice A). Ambas eram preparadas no dia do uso.
A cuba era mantida por 35 minutos sob agitacdo até que a reacdo ocorresse e fosse

visualizada por mudanca de cor.

Terminada a reacdo de coloracéo, as ldminas foram lavadas com agua ultrapura
por 3 vezes e depois eram imersas em uma outra cuba de vidro horizontal com a solugao
STOP (Apéndice A) por 10 minutos para interromper o processo de fixacdo da prata.
Posteriormente, elas foram hidratadas por mais trés vezes e secaram em temperatura

ambiente para serem observadas em microscopio de luz.

O protocolo da coloragdo por prata utilizado neste estudo foi adaptado de
Christofoletti e colaboradores (2013).

2.6.8 Classificacdo dos cometas

A classificagdo foi feita segundo Villela et al., 2006 (Quadro 4). O célculo da taxa
de dano foi realizado da seguinte forma: em cada lamina observada ao microscépio
(aumento de 400x), 100 nucleoides foram escolhidos aleatoriamente (no sentido da

esquerda para a direita), analisados quanto a forma e o tamanho da cauda e entdo
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classificados em uma de cinco classes (desde 0 - ndo lesado, até 4 - nivel maximo de

lesdo).

Quadro 4 — Classificagdo visual dos cometas de acordo com os danos.

Imagem Observada Caudal/Cabeca Classes de Danos
sem cauda 0
<l 1
1-2 2
22 3
sem cabeca 4

Fonte: traduzido de Villela et al., 2006.

Posteriormente, foi feito o calculo da taxa de dano, que consiste no somatério dos
valores obtidos na multiplicagdo do nimero de cometas pela sua respectiva classe. Esse
somatorio foi entdo dividido por 100, encontrando-se o valor da taxa de dano em unidades

arbitrarias (Quadro 5).

Quadro 5 - Formula utilizada para taxa de dano no DNA

Y.(classe x frequéncia)
100

Taxa de dano =

Legenda: Na férmula, “classe” é 0, 1, 2, 3, ou 4 de acordo com a classificacdo, e “frequéncia” é o nimero
de cometas classificados nesta classe.

2.7 Analise fitoquimica

A analise fitoquimica do extrato glicélico comercial de Aloe vera usado no estudo

foi realizada em colaboragdo com o Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais
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(IPPN/UFRJ), através da Dr?. Livia Marques Casanova e da Prof. Dr? Sonia da Costa

Soares.

2.7.1 Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjos Diodos
(CLAE-DAD ou HPLC-DAD)

Para a analise por HPLC-DAD, 500 ul do extrato glicélico foram diluidos em 500
pl de acetonitrila. A solugéo resultante foi centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos e, a
sequir, filtrada em filtro de PVDF (0.45 pum).

Utilizou-se um cromatégrafo Shimadzu® LC-20AT com detector de arranjos
fotodiodos (Shimadzu® SPDM20A) e modulo de comunicacdo Shimadzu® CBM-20A,
amostrador automéatico Shimadzu® SIL-20A e coluna de fase inversa RP-18 (5 um x 4
mm x 250 mm, Merck Lichospher100). Os espectros de UV foram adquiridos na faixa de
200-400 nm. O sistema de eluentes utilizado foi agua (purificada por sistema Milli-Q)
acidificada com 0,1% de acido formico (96%, HPLC- Tedia®) (A) e acetonitrila (grau
HPLC - Tedia®) (B), conforme o gradiente mostrado na Tabela 2. Uma aliquota de 20 pul
da amostra foi injetada para analise. O tempo de corrida foi de 50 min, com um fluxo de

eluicdo de 1 ml/min a 25°C.

Tabela 2 - Gradiente de eluentes utilizado nas anéalises por HPLC-DAD

Tempo (min)  Solvente A (%)  Solvente B (%)

0
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2.7.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjos Diodos
acoplado a Espectofotometria de Massa Sequencial (CLAE-DAD-ES/ES ou HPLC-
DAD-MS/MS)

Para a analise por HPLC-DAD-MS/MS, 100 ul do extrato glicolico foram diluidos
em 900 pl de acetonitrila. A solucdo resultante foi centrifugada a 6000 rpm por 10
minutos e, a sequir, filtrada em filtro de PVDF (0.45 pum).

Utilizou-se um equipamento Thermo Scientific® LCQFLEET, que consiste em
um sistema CLUE (Daian U3000, Dionex Corporation®), compreendendo uma bomba
CLUE, um detector de arranjos diodos (DAD), um espectrometro de massas LCQFLEET
(Thermo Fisher Scientific®) equipado com fontes de ionizacdo ESI (ionizagdo por
eletrospray) e um analisador de massas ion trap. A coluna e o gradiente utilizados foram
0s mesmos empregados nas analises por HPLC-DAD. Uma aliquota de 10 ul da amostra
foi injetada para analise. O fluxo foi 0,6 ml/min. Os espectros de massas foram obtidos

no modo negativo.

2.7.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para as andlises por RMN, 2 ml do extrato foram diluidos em 8 ml de agua
destilada e liofilizados, resultando em 7,7 mg de material seco. A amostra foi solubilizada
em 600 pl de DMSO-d6 com TMS e acondicionada em um tubo de 5 mm.

Espectros de RMN de 'H e 'H-*C HSQC foram obtidos & 25°C em um
espectrometro Varian VNMRS-500 (1H: 499,77 MHz; 13C: 125,68 MHz) (LAMAR -
Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais, UFRJ).

2.8 Analise visual da morfologia celular
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Ao observar mudancgas morfologicas nas células durante o tratamento, foram
tiradas fotografias de um pogo de cada grupo. As fotografias foram feitas por camera
acoplada a microscopio de luz, em aumento de 20x do Laboratério de Imunologia
Aplicada e Bioquimica de Proteinas e Produtos Naturais (LIA-BPPN / UERJ) antes do
tratamento (0 h), durante (24 h) e ap6s (24 h+).

2.9 Analise estatistica

Para a andlise estatistica de todos os ensaios experimentais foi utilizado o
programa GraphPad InStat 4.0. Os dados experimentais obtidos foram previamente
submetidos ao teste de normalidade, o que permitiu a utilizacdo de testes paramétricos.
Foram entdo aplicados os testes de analise de variancia unidirecional (ANOVA oneway),
seguido do Teste de comparacGes multiplas de Tukey, para comparar uma linhagem
celular individualmente dentro de um tempo de tratamento. Ja para analisar diferentes
linhagens dentro do mesmo tempo de tratamento foi utilizada analise de variancia
bidirecional (ANOVA two-way) com pds-teste Bonferroni. Também foi empregado o
Teste T para comparar a mesma linhagem com duas exposicdes diferentes. O nivel de
confianca adotado foi de 95% e todos os experimentos foram realizados pelo menos em

triplicata e repetidos trés vezes.
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3 RESULTADOS

3.1 Fasel

3.1.1 Citotoxicidade

3.1.1.1 Ensaio de proliferagdo WST-1

Foram feitas comparacGes entre os diferentes tempos (2 e 24 horas) de incubacéo
com concentragOes variadas (1,56%, 3,12%, 6,25%, 12,5%, 25% e 50%) do extrato em
uma mesma linhagem celular, bem como comparacdes entre as diferentes linhagens

celulares no mesmo tempo de tratamento.

A viabilidade das células da linhagem Vero incubadas com o extrato de Aloe vera
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle (p<0,05) nas duas maiores
concentracdes (50% e 25%) em ambos os tempos de tratamento (Figura 11 a e b), na
concentracdo de 6,25% no tempo de 2 horas, sendo que esta é significativamente diferente
de 25% e 50% (Figura 11 a). Quando comparados em relagdo ao tempo de tratamento (2
e 24 horas), foi observada diferenca entre os tempos de tratamento ao extrato nos grupos
1,56% e 3,12% (Figura 11 c).
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Figura 11 - Viabilidade celular da linhagem Vero tratada com extrato de Aloe vera por 2
e 24 h pelo ensaio de proliferagdo WST-1.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a), 24 h (b) e a comparagao dos resultados de ambas as exposicdes (c). Cada
barra representa as diferentes concentrages do extrato com as quais as células foram tratadas e
o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle (a e b) ou em relacéo
as barras de uma mesma concentracdo tratada por diferentes intervalos de tempo (c), e **
diferenca em relacdo ao controle e 6,25% (a) (p<0,05) — Teste One way ANOVA/ Pos-teste

Tukey (aeb)e Teste T (c).

A linhagem MDA-MB-231 também apresentou diferenca significativa em relacdo

ao controle em 2 e 24 horas de tratamento nas duas maiores concentragoes (Figura 12 ae

b), e também na de 12,5%, na exposi¢do mais longa (Figura 12 b). Em ambos os casos, 0

grupo 50% também foi significativamente diferente dos demais mencionados. Na

comparacdo entre os diferentes tempos de tratamento nessa linhagem, houve diferenca

significativa entre os tempos somente nos grupos de 12,5% e 25%, indicando menor

viabilidade em 24 horas nesta concentrac¢do (Figura 12 c).
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Figura 12 - Viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231 tratada com extrato de Aloe
vera por 2 e 24 h pelo ensaio de proliferagdo WST-1.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a), 24 h (b) e a comparagdo dos resultados de ambas as exposices (c). Cada
barra representa as diferentes concentragdes do extrato com as quais as células foram tratadas e
o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle (a e b) ou em relacdo
as barras de uma mesma concentracdo tratada por diferentes intervalos de tempo (c), e **
diferenca em relagdo ao controle e 25% (a) ou controle, 12,5% e 25% (b) (p<0,05) — Teste One
way ANOVA/ Pés-teste Tukey (ae b) e Teste T (c).

A linhagem MCF-7 apresentou comportamento similar a outra linhagem tumoral:
diferenca significativa em ambos os tempos de tratamento em relagdo ao controle nas
concentragBes 25% e 50% e também na concentracdo de 12,5%, desta vez nas duas
exposicoes, sendo o grupo 50% diferente significativamente dos demais nos dois tempos
(Figura 13 a e b). A comparacao entre esses dois tempos mostrou diferenca significativa
entre 0s tempos nas concentracGes de 6,25%, 12,5%, 25%, e 50%. Neste caso, €
observado menor viabilidade em 24 horas em relacdo a 2 horas nas concentracdes

referidas de extrato de A. vera (Figura 13 c).



Figura 13 - Viabilidade celular da linhagem MCF-7 tratada com extrato de Aloe vera por

2 e 24 h pelo ensaio de proliferacdo WST-1.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a), 24 h (b) e a comparacao dos resultados de ambas as exposicoes (c). Cada
barra representa as diferentes concentrages do extrato com as quais as células foram tratadas e
o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle (a e b) ou em relacéo
as barras de uma mesma concentracdo tratada por diferentes intervalos de tempo (c), e **
diferenca em relagdo ao controle, 12,5% e 25% (a e b) (p<0,05) — Teste One way ANOVA/ Pos-
teste Tukey (a e b) e Teste T (c).

As comparac0es entre as trés linhagens celulares permitiram observar diferentes
comportamentos diante da exposicéo ao extrato glicélico de Aloe vera. Ao comparar, no
tempo de 2 horas, Vero, MDA-MB-231 e MCF-7, tendo como referéncia a célula ndo-
tumoral, observou-se diferenga somente entre Vero e MCF-7 nas concentracgdes 6,25% e
25% (Figura 14 a). Ja as compara¢des no tempo de 24 horas de tratamento mostraram um
comportamento diferenciado. A comparacdo entre as linhagens na exposi¢édo prolongada
mostra diferenga significativa das duas células neoplasicas em relagdo a Vero na
concentracdo 3,12%, e em 12,5% entre a Vero e MDA-MB-231 (Figura 14 b).
Diferentemente do grafico de 2 horas, em 24 horas de tratamento é observado uma maior

viabilidade da linhagem Vero nas concentracdes em que foram observadas diferenca das
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demais. J4 a comparacao entre as linhagens tumorais MDA-MB-231 e MCF-7 em 2 horas
de tratamento mostrou diferenca apenas nas concentracdes 25% e 50%, mostrando maior
viabilidade para a MCF-7 (Figura 15 a). E em 24 horas de exposi¢ao, a comparacao entre
as células tumorais revelou um comportamento similar entre elas, apresentando diferenca

somente no grupo 25% (Figura 15 b).

Figura 14 - Comparacdo da viabilidade celular das linhagens Vero, MDA-MB-231 e
MCF-7 tratadas com extrato de Aloe vera por 2 e 24 h pelo ensaio de
proliferacdo WST-1.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a) e 24 h (b). Cada barra representa as diferentes concentracdes do extrato
com as quais as células foram tratadas e o controle. O simbolo * indica diferenca significativa
entre os diferentes tipos celulares em uma mesma concentragdo, tendo como referéncia a
linhagem Vero (p<0,05) — Teste Two-way ANOVA/ Pés-teste Bonferroni.
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Figura 15 - Comparacdo da viabilidade celular das linhagens tumorais MDA-MB-231 e
MCEF-7 tratadas com extrato de Aloe vera por 2 e 24 h pelo ensaio de
proliferacdo WST-1.

(@)

2h
WST-1 @ MDA-MB-231
1.5 B MCF-7
[J) n >
g
= S !
= S B 8
© :::: :::j :’:‘ D‘:
S 051 P 2 0% [
b o Yo% e
0% RS 2 (X
0% R "o [
R R K X
0.0 RS 2o 2% KX
e © v N “ \o) )
\,}0\ ';? o_;)' ro'} r{]f‘ v @
s
Concentragao do extrato (%)
(b) 24 h
WST-1 E MDA-MB-231
1.5+ 3@ MCF-7
° 1.0
*
8
i)
§ 0.54
>

%
S
°%
6“%\

b 2} )
NS V 5

Concentracao do extrato (%)

Legenda: Tratamento de 2 h (a) e 24 h (b). Cada barra representa as diferentes concentra¢fes do extrato
com as quais as células foram tratadas e o controle. O simbolo * indica diferenca significativa
entre os diferentes tipos celulares em uma mesma concentragdo (p<0,05) — Teste T.

3.1.1.2 Ensaio de excluséo por Azul de Tripan

Foi realizado o ensaio de exclusdo com Azul de Tripan nas linhagens celulares

Vero e MDA-MB-231 para avaliagéo da citotoxicidade. Foram feitas comparages entre
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os diferentes tempos de tratamento em um mesmo tipo celular, assim como comparacées

entre as diferentes linhagens.

Nas células Vero, assim como no ensaio de proliferacdo WST-1, houve diferenca
significativa em relacdo ao controle (p<0,05) em ambos 0s tempos de exposicédo (2 e 24
horas) nas concentracdes 25% e 50% (Figura 16 a e b). O grafico de comparacéo entre 0s
tempos de tratamento ndo apresentou diferenca significativa entre os tempos avaliados,

em nenhuma concentragéo (Figura 16 c).

Figura 16 - Viabilidade celular da linhagem Vero tratada com extrato de Aloe vera por 2
e 24 h pelo ensaio de exclusdo por Azul de Tripan.

1.8+

-
=]
i

1.5

e
o
Y

Vero Vero

a b

@) 2h (b) 24h
Azul de Tripan Azul de Tripan

3 ]
3 3
2 os 4
= >
. £ e
o - R - ) ) T P T, T
‘f\‘?§56$\‘10’ o\&\\é’-\&,@xa
(4 (¢
Concentracao do extrato (%) Concentracao do extrato (%)
(¢) Vero
Azul de Tripan
1.5+ | Zh
M 24n
g 1.0
g 0.5
>
0.0-
o Qs ) ) & S
ss‘* & a o g v s
v

Concentragao do extrato (%)

Legenda: Tratamento de 2 h (a), 24 h (b) e a comparacéo dos resultados de ambas as exposi¢des (c). Cada
barra representa as diferentes concentrages do extrato com as quais as células foram tratadas e
o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle (a e b); ** diferenca
em relacgdo ao controle e 25% (b) (p<0,05) — Teste One way ANOVA/ Pds-teste Tukey (aeb) e
Teste T (c).
A linhagem MDA-MB-231 também apresentou diferenca significativa (p<0,05)
em relagéo ao controle nas concentragdes 25% e 50% em 2 e 24 horas (Figuras 17 ae b),
confirmando os resultados observados através do ensaio de proliferagio WST-1. Na

comparagdo entre esses tempos, houve um aumento na viabilidade em 24 horas de
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exposicdo com diferenca significativa entre os tempos somente na concentracao 3,12% e
6,25% (Figura 17 c).

Figura 17 - Viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231 tratada com extrato de Aloe
vera por 2 e 24 h pelo ensaio de exclusdo por Azul de Tripan.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a), 24 h (b) e a comparagdo dos resultados de ambas as exposi¢des (c). Cada
barra representa as diferentes concentragdes do extrato com as quais as células foram tratadas e
o controle. O simbolo * indica diferenga significativa em relagdo ao controle (a e b) ou em relagéo
as barras de uma mesma concentracdo tratada por diferentes intervalos de tempo (c) (p<0,05) —
Teste One way ANOVA/ Pos-teste Tukey (a e b) e Teste T (c).

A comparacdo entre os dois tipos celulares apresentou diferenca significativa
apenas no grupo 3,12% em ambos os tempos de tratamento (Figura 18). No primeiro caso,

indica maior viabilidade da célula Vero, no segundo é o oposto.
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Figura 18 - Comparacdo da viabilidade celular das linhagens Vero e MDA-MB-231
tratadas com extrato e Aloe vera por 2 e 24 h pelo ensaio de exclusdo por
Azul de Tripan.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a) e 24 h (b). Cada barra representa as diferentes concentracdes do extrato
com as quais as células foram tratadas e o controle. O simbolo * indica diferenca significativa
entre os diferentes tipos celulares em uma mesma concentragéo (p<0,05) — Teste T.

3.1.2 Genotoxicidade

3.1.2.1 Ensaio Cometa

Na andlise da genotoxicidade, também foram feitas comparacdes entre 0s
diferentes tempos de incubagdo com o extrato em um mesmo tipo celular, assim como

comparag0es entre os diferentes tipos celulares no mesmo tempo de tratamento.
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A linhagem Vero ndo apresentou diferenca significativa na taxa de dano quando
incubada com o extrato de A. vera por duas horas em nenhuma das concentracdes
analisadas (p<0,05). Porém, em 24 horas de tratamento, houve uma significativa
diminuicdo da taxa de dano na menor concentracdo de extrato utilizada (1,56%), com
diferenca significativa para o controle, 25% e 50% (Figura 19 b). A comparacdo entre
esses dois intervalos de tratamento apresentou diferenca somente na concentragédo 1,56%,
evidenciando a diminuigdo dos danos no tratamento prolongado (Figura 19 c).
Observando a distribuicdo de classes do cometa, no tempo curto de incubagéo (2 h) ha
prevaléncia de cometas classe 2, isto é, classe intermediaria de danos (Figura 20 a);
enguanto no tempo longo (24 h), a classe de danos mais abundante é a classe 1 (Figura
20 b).

Figura 19 - Genotoxicidade nas células da linhagem Vero tratadas com extrato de Aloe
vera por 2 e 24 h pelo ensaio cometa.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a), 24 h (b) e a comparacao dos resultados de ambas as exposic¢des (c). Cada
barra representa as diferentes concentragdes do extrato com as quais as células foram tratadas e
o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relagdo ao controle (b) ou em relagdo
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as barras de uma mesma concentracdo exposta por diferentes intervalos de tempo (c); **
diferenca em relagdo 1,56% (b) (p<0,05) — Teste One way ANOVA/ Pos-teste Tukey (a e b) e
Teste T (c).

Figura 20 — Distribuicéo de classes do ensaio cometa da linhagem Vero.
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Legenda: NUmero de cometas classificados em classes de 0 a 4 de acordo com o dano das células Vero
tratadas com extrato glicolico comercial de Aloe vera por 2 h (a) e 24 h (b).

Nas celulas tumorais MDA-MB-231, nao houve diferenca significativa de taxa de
dano em relagédo ao controle em nenhuma das exposi¢des, entretanto, no tratamento de 2
horas, as trés maiores concentragfes (12,5%, 25% e 50%) foram significativamente
diferentes da concentracdo 3,12% (p<0,05) (Figura 21 a). No tempo de 24 horas, nao foi
possivel analisar o grupo 3,12% pois ndo foram encontrados nucledides o suficiente nas
laminas dos trés experimentos, e nos grupos controle e 1,56% sé foi possivel contabilizar
um experimento (Figura 21 b). A comparacdo entre tempos de tratamento apresentou
diferenca na concentracdo 12,5%, indicando o aumento da taxa de dano em 24 horas

(Figura 21 c). A distribuicdo de classes do cometa, evidenciou um predominio da classe
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1 com surgimento de classe 4 somente nas concentracdes mais altas em 2 horas de
exposicdo ao extrato (Figura 22 a); enquanto em 24 horas ha um aumento expressivo da
classe 2 (Figura 22 b).

Figura 21 - Genotoxicidade nas células da linhagem MDA-MB-231 tratadas com extrato
de Aloe vera por 2 e 24 h pelo ensaio cometa.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a), 24 h (b) e a comparacao dos resultados de ambas as exposi¢des (c). Cada
barra representa as diferentes concentrages do extrato com as quais as células foram tratadas e
o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relagdo a 3,12% (a) ou em relacdo as
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barras de uma mesma concentra¢do exposta por diferentes intervalos de tempo (c) (p<0,05) —
Teste One way ANOVA/ Pés-teste Tukey (ae b) e Teste T (c).

Figura 22 — Distribuicdo de classes do ensaio cometa da linhagem MDA-MB-231.

(a) MDA-MB-231 3 Classe 0
2h 3 Classe 1
Cometa 3 Classe 2
Distrubuic&o de Classes [ Classe 3
100~ @@ Classe 4
8
T 804
£
[=}
S 60
(]
=]
9 40-
@
E 201
p=
0-
@ © % © % ) )
Q\,\o\ N oY oV NS v °

Concentracdo do extrato (%)

MDA-MB-231
(b) 24h
Cometa
Distrubuicéo de Classes

Classe 0
Classe 1
Classe 2
Classe 3
Classe 4

CJupufufu

1001

80+

604

404

204

NUmeros de cometas

@ & ®

o N
& N: o NS “°

<

Concentragéo do extrato (%)

Legenda: Numero de cometas classificados em classes de 0 a 4 de acordo com o dano das células MDA-
MB-231 tratadas com extrato glic6lico comercial de Aloe vera por 2 h (a) e 24 h (b).

Diferentemente dos outros casos, na linhagem MCF-7 o controle teve uma taxa
de dano bem mais baixa, e por isso todas as concentracdes de extrato foram
significativamente diferentes do controle em 2 horas de tratamento (p<0,05) (Figura 23
a). Em 24 horas de incubacdo com o extrato, as concentracdes 12,5% e 25% também
foram diferentes do seu controle (p<0,05) (Figura 23 b). A concentragcdo 1,56% se
diferenciou tambeém da 12,5% em 2 h e de 25% em 24 h. Como o0 nimero necessario de
nucledides nos experimentos na contracdo 6,25% em 2 horas ndo foi encontrado,
impossibilitou a sua andlise e inclusdo nos graficos. Ao comparar as exposicoes, foi

evidente a diferenca na concentracdo 12,5% com diminuicdo da taxa de dano em 24 h, e
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também no controle, porém com aumento na taxa no mesmo tempo (Figura 23 ¢). A
distribuicdo de classes do cometa desta linhagem mostrou uma distribuicdo mais
homogénea dos cometas classificados e, diferentemente das outras linhagens, uma
guantidade expressiva de cometas classe 4 em ambos os tempos (Figura 24 a e b). No
tratamento longo (24 h), a classe 1 se destacou mais que no tratamento curto (2 h) (Figura
24 b).

Figura 23 - Genotoxicidade nas células da linhagem MCF-7 tratadas com extrato de Aloe
vera por 2 e 24 h pelo ensaio cometa.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a), 24 h (b) e a comparacao dos resultados de ambas as exposi¢oes (c). Cada
barra representa as diferentes concentrages do extrato com as quais as células foram tratadas e
o controle. O simbolo * indica diferenga significativa em relagdo ao controle (a e b) ou em relagdo
as barras de uma mesma concentracdo exposta por diferentes intervalos de tempo (c); **
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diferenca em relacdo ao controle e 1,56% (a e b) (p<0,05) — Teste One way ANOVA/ P6s-teste
Tukey (aeb)e Teste T (c).

Figura 24 — Distribuicdo de classes do ensaio cometa da linhagem MCF-7.
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Legenda: Numero de cometas classificados em classes de 0 a 4 de acordo com o dano das células MCF-7
tratadas com extrato glicolico comercial de Aloe vera por 2 h (a) e 24 h (b).

A comparagdo entre as linhagens celulares € interessante para analisar a acédo
genotoxica ou antigenotoxica como um potencial antineoplasico. Usando como referéncia
a célula ndo-tumoral (Vero), na exposi¢do curta de 2 horas, a célula MDA-MB-231
apresentou menor taxa de dano, com diferenca significativa nas concentragdes 3,12% e
6,25%; ja a célula MCF-7 indicou maior taxa de dano com diferenca em 12,5% e 25%
(Figura 25 a). Ja as comparacdes na maior exposicdo (24 h), o oposto foi observado
(Figura 25 b). O grafico de comparacdo, também tendo o referencial da linhagem Vero,
indicou uma diminuicdo da taxa de dano desta linhagem em relagao as outras (MDA-MB-
231 e MCF-7), principalmente nas concentracfes 1,56% e 12,5%, onde ha diferenca

significativa. E interessante mencionar que em ambos os tempos de tratamento, a
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linhagem MCF-7 apresentou uma menor taxa de dano na amostra controle, indicando que

naturalmente essa célula possui menos danos no DNA que as demais.

Figura 25 — Comparacdo da genotoxicidade nas células das linhagens Vero, MDA-MB-
231 e MCF-7 tratadas com extrato de Aloe vera por 2 e 24 h pelo ensaio

cometa.
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Legenda: Tratamento de 2 h (a) e 24 h (b). Cada barra representa as diferentes concentracdes do extrato
com as quais as células foram tratadas e o controle. O simbolo * indica diferenca significativa
entre os diferentes tipos celulares em uma mesma concentra¢do, tendo como referéncia a
linhagem Vero (p<0,05) — Teste Two-way ANOVA/ Pés-teste Bonferroni.

3.2 Fase 2

3.2.1 Citotoxicidade
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3.2.1.1 Ensaio de proliferacdo WST-1

Na segunda fase de experimentos, foram testadas apenas trés concentra¢des do
extrato glicdlico de Aloe vera (12,5%, 18,75% e 25%) por 24 horas. Além disto, a
viabilidade também foi avaliada 24 horas ap6s o encerramento deste tratamento (24 h+).
Em seguida foram feitas comparacdes entre essas duas diferentes incubagdes em uma
mesma linhagem celular, assim como comparagdes entre as diferentes linhagens celulares

no mesmo tempo de tratamento.

Os resultados da fase 2 na célula Vero mostraram diferenca significativa em
relacdo ao controle em todas as concentragdes, tanto em 24 horas de tratamento (24 h)
como nas 24 horas seguintes apds o fim do tratamento (24 h+) (Figura 26 a e b). E na
comparacdo entre esses dois intervalos, houve diferenca no grupo 12,5% e 18,75%,

indicando maior viabilidade em 24 horas (Figura 26 c).
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Figura 26 - Viabilidade celular da linhagem Vero tratada com extrato de Aloe vera por 24
h e 24 h+ pelo ensaio de proliferacdo WST-1.
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Legenda: Tratamento de 24 h (a), 24 h+ (b) e a comparagdo dos resultados de ambas as exposic¢oes (c).
Cada barra representa as diferentes concentragdes do extrato com as quais as células foram
tratadas e o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle (a e b)
ou em relagéo as barras de uma mesma concentracéo tratadas por diferentes intervalos de tempo
(c), e ** diferenca em relagdo ao controle e 25% (a) (p<0,05) — Teste One way ANOVA/ Pos-
teste Tukey (aeb) e Teste T (c).

Na linhagem MDA-MB-231 houve diferenca significativa em relacdo ao controle
em ambos os tempos de exposicédo testados (24 h e 24 h+) em todos os grupos (Figura 27
a e b). No tempo de 24 horas, a concentracdo 12,5% mostrou-se diferentes das outras
concentracdes; enquanto em 24 h+ todos os grupos foram diferentes entre si (Figura 27
a). Quando as duas exposicdes citadas foram comparadas, foi observada diferenca entre

0s grupos nas concentragdes 18,75% e 25% (Figura 27 c).



63

Figura 27 - Viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231 tratada com extrato de Aloe
vera por 24 h e 24 h+ pelo ensaio de proliferagdo WST-1.
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Legenda: Tratamento de 24 h (a), 24 h+ (b) e a comparagdo dos resultados de ambas as exposi¢oes (c).
Cada barra representa as diferentes concentragdes do extrato com as quais as células foram
tratadas e o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle (a e b)
ou em relacdo as barras de uma mesma concentracdo tratada por diferentes intervalos de tempo
(c), ** diferenca em relacéo ao controle e 12,5% (a e b) ou controle, 12,5% e 18,75% (b) (p<0,05)
— Teste One way ANOVA/ Pés-teste Tukey (ae b) e Teste T (c).

Na MCEF-7 todas as trés concentracgdes testadas foram diferentes do controle em
24 h e 24 h+, sendo o grupo 12,5% diferente dos demais em 24 horas e diferente de 25%
em 24 h+ (Figura 28 a e b). A comparacao entre esses dois resultados indicou diferenga
significativa somente no grupo 12,5%, com diminuicdo da viabilidade 24 horas apds o

fim da exposicao ao extrato utilizado (Figura 28 c).
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Figura 28 - Viabilidade celular da linhagem MCF-7 tratada com extrato de Aloe vera por
24 h e 24 h+ pelo ensaio de proliferagdo WST-1.
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Legenda: Tratamento de 24 h (a), 24 h+ (b) e a comparagdo dos resultados de ambas as exposic¢des (c).
Cada barra representa as diferentes concentragdes do extrato com as quais as células foram
tratadas e o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle (a e b)
ou em relacdo as barras de uma mesma concentracdo tratada por diferentes intervalos de tempo
(c), e ** diferenca em relagdo ao controle e 12,5% (a) ou controle e 25% (b) (p<0,05) — Teste
One way ANOVA/ Pés-teste Tukey (ae b) e Teste T (c).

A comparacao das concentragdes escolhidas e dos novos tempos de exposi¢do
revelou um resultado inesperado. A célula tumoral MDA-MB-231 obteve maior
viabilidade que a linhagem Vero em todas as concentracdes de extrato testadas em ambos
os tempos (Figura 29). Isto foi diferente do observado em 24 horas anteriormente (Figura
14). Ja a linhagem neoplésica MCF-7, em 24 horas, ndo foi diferente da linhagem Vero
somente na concentracdo 12,5% (Figura 29 a). E, 24 horas ap0s esse tratamento (24 h+),

ela se igualou a Vero em todas as concentrac@es (Figura 29 b).
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Figura 29 - Comparacdo da viabilidade celular das linhagens Vero, MDA-MB-231 e
MCEF-7 tratadas com extrato de Aloe vera por 24 h e 24 h+ pelo ensaio de
proliferacdo WST-1.
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Legenda: Tratamento de 24 h (a) e 24 h+ (b). Cada barra representa as diferentes concentragdes do extrato
com as quais as células foram tratadas e o controle. O simbolo * indica diferenga significativa
entre os diferentes tipos celulares em uma mesma concentragdo, tendo como referéncia a
linhagem Vero (p<0,05) — Teste Two-way ANOVA/ Pés-teste Bonferroni.

3.3 Perfil fitoquimico do extrato

3.3.1 HPLC-DAD
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O cromatograma do extrato de A. vera mostrou uma substancia majoritaria em
24,6 min, com maximo de absor¢ao (Amax) em 248 nm. Foram observados também picos

minoritarios entre 7 e 25 minutos, com Amax entre 220 e 280 nm (Figura 30).

Figura 30 - Cromatograma do extrato glicélico comercial de Aloe vera.
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Legenda: Cromatograma (254 nm) do extrato glicdlico comercial de Aloe vera (a) ampliado evidenciando
picos minoritarios (b).

3.3.2 HPLC-DAD-MS/MS

Nas condicdes utilizadas, foi possivel detectar uma unica substancia (Figura 31)

com tempo de retencdo de 31 min. Tal pico apresentou [M-H] = 151 e fragmentos de m/z
136 e 92, compativeis com as perdas sucessivas de metila e CO..

As substancias minoritérias detectadas previamente no ensaio por HPLC-DAD néo

foram detectadas nessa andlise. As possiveis razfes para isso sdo a fraca ionizacdo das

mesmas nas condicdes utilizadas e sua baixa concentragdo na amostra.
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Figura 31 - Cromatograma (base peak) obtido por HPLC-DAD-MS/MS do extrato
glicélico comercial de Aloe vera.

140

120

31.03

Ay
o
o

Relative Abundance
N D 0]
o o o
L b b b b b b b b b b e b

N
o

A

O rrrrgrrrrrrrrrrr [t Tt T T [ T T T [T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Time (min)

3.3.3 RMN

O espectro de RMN de H (Figura 32) do extrato de A. vera evidenciou dois
conjuntos distintos de sinais. O primeiro, composto por dois dupletos em 7,77 (J = 8,8
Hz) e 6,60 ppm (J = 8,8 Hz) e um simpleto em 3,74 ppm, com integrais de 2:2:3. O
segundo conjunto de sinais encontra-se nas regioes entre 5,5 e 4,5 ppm e entre 4,0 e 3,0
ppm.

O espectro bidimensional HSQC (Figura33), que mostra a correlagdo entre

hidrogénios e carbonos diretamente ligados.
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Figura 32 - Espectro de RMN de *H do extrato de Aloe vera.
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Figura 33 - 'H-3C HSQC do extrato de Aloe vera.
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3.4 Resultados complementares
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3.4.1 Ensaio de proliferacdo WST-1

3.4.1.1 Substituicao do extrato glicélico de Aloe vera por PBS durante a incubacéo

Quando as celulas foram mantidas em solugbes contendo PBS, somente apos 24
horas de incubagédo, a amostra com 50% de PBS apresentou diferenca significativa em
relacdo ao controle (Figura 34 a). Apos a lavagem das células e incubagdo com meio
fresco por mais 24 horas (24 h+), a amostra 50% apresentou diferenca quando comparada
com a viabilidade apds as primeiras 24 horas (Figura 34 c). Quando comparado aos
resultados da exposicao ao extrato, houve diferenca significativa entre as duas condicoes
de crescimento, com as amostras mantidas em PBS apresentando maior viabilidade do

que aqguelas incubadas com extrato (Figura 35).

Figura 34 - Viabilidade celular da linhagem MDA-MB231 tratada com PBS por 24 h e
24 h+ pelo ensaio de proliferacdo WST-1.
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Legenda: Tratamento de 24 h (a), 24 h+ (b) e a comparacdo dos resultados de ambos os tratamentos (c).
Cada barra representa as diferentes concentragdes de PBS com as quais as células foram tratadas
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e o controle. O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo ao controle (a) ou em relagéo
as barras de uma mesma concentracao exposta por diferentes intervalos de tempo (c) (p<0,05) —
Teste One way ANOVA/ Pés-teste Tukey (a e b) e Teste T (c).

Figura 35 - Comparacdo da viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231 tratada com
extrato de Aloe vera e PBS por 24 h e 24 h+ pelo ensaio de proliferagdo
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Legenda: Tratamento de 24 h (a) e 24 h+ (b). Cada barra representa as diferentes concentragdes do extrato
e PBS com as quais as células foram tratadas. O simbolo * indica diferenca significativa em
relacdo as barras de uma mesma concentracdo exposta ao extrato e ao PBS (p<0,05) — Teste T.

3.4.1.2 Substituicdo da solucéo por PBS somente antes da reagdo do WST-1

Quando as solucdes foram substituidas por PBS somente antes da aplicacdo do
WST-1 para a reacdo de conversdo em formazan, os resultados da viabilidade nas células
da linhagem Vero mantiveram o padrdo que era observado antes da substituicdo (Figura

36). E isto se confirma ainda mais ao comparar as leituras realizadas com troca das

solucdes ou nédo (Figura 37).
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Figura 36 - Viabilidade celular da linhagem Vero ap6s o tratamento por 24 h e 24 h+ com
extrato de Aloe vera, com a substitui¢ao das solucdes por PBS antes da reacao

do reagente WST-1.
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Legenda: Tratamento de 24 h (a) e 24 h+ (b). Cada barra representa as diferentes concentragdes do extrato
com as quais as células foram tratadas e o controle. O simbolo * indica diferenca significativa
em relagdo ao controle (p<0,05) — Teste One way ANOVA/ Pos-teste Tukey.

Figura 37 - Comparagéo dos resultados de viabilidade celular da linhagem Vero tratada
por 24 h ou 24 h+ com extrato de Aloe vera e em que a leitura foi feita com
as solucdes (meio de cultivo e extrato de Aloe vera) e com PBS.
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Legenda: Tratamento de 24 h (a) ou 24 h+ (b). Cada barra representa as diferentes concentra¢6es do extrato
com as quais as células foram tratadas. O simbolo * indica diferenca significativa em relacdo as

barras de uma mesma concentracédo (p<0,05) — Teste T.

3.5 Analise visual da morfologia celular
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Ao observar as células no microscopio invertido de luz, foi notado, além da
esperada diminuicdo do numero de células, uma mudanca na morfologia celular. Foi
entdo fotografado um pogo por grupo, e este mesmo poco foi fotografado nas diferentes

exposicoes. As fotos foram organizadas em tabelas para comparagéo.

A célula MDA-MB-231 possui um fenotipo afilado e esticado quando aderidas.
Na presenca do extrato glicolico de Aloe vera, a partir da concentracao 6,25%, foi possivel
notar que a mesma comecou a modificar sua morfologia, que passou a ser arredondada,
mesmo ainda estando aderida. A partir da concentracdo 12,5%, todas as células do poco
se mostraram arredondas (Figuras 38 e 39). Na exposicao 24 h+, ap6s a retirada do extrato
e substituicdo pelo meio de cultivo, as concentragdes 6,25% e 12,5% retornaram ao seu
fendtipo anterior, enquanto as maiores nao. No tratamento com PBS, ndo houve diferenca
no fendtipo das células (Figura 40).

Figura 38 - Fotografias da linhagem tumoral MDA-MB-231 tratada com extrato de Aloe

vera.
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Legenda: As células foram tratadas com diferentes concentracfes (0%, 12,5%, 18,75% e 25%) por

diferentes tempos (0 h, 24 h e 24 h+) e fotografadas em microscépio de luz invertido com aumento 10x.
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Figura 39 - Fotografias da linhagem tumoral MDA-MB-231 tratada com extrato de Aloe
vera.
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Legenda: As células foram tratadas com diferentes concentragdes (0%, 1,56 %, 3,12%, 6,25%, 12,5%, 25%
e 50%) por diferentes tempos (0 h, 24 h e 24 h+) e fotografadas tiradas em microscépio de luz
invertido com aumento 10x.

Figura 40 - Fotografias da linhagem tumoral MDA-MB-231 incubadas com PBS.
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Experimento com PBS
MDA- Antes da exposigio 24 horas de exposigio 24 horas apos a exposigio
MB-231 (Oh) (241 (24 h+)

Controle

12,50%

25,00%

50,00%

Legenda: As células foram tratadas com diferentes concentragdes (0%, 12,5%, 25% e 50%) por diferentes
tempos (0 h, 24 h e 24 h+) e fotografadas em microscopio de luz invertido com aumento 10x.

As ceélulas da linhagem MCF-7 também apresentaram diferenca na morfologia na
presenca do extrato testado. Apesar de possuir um fendétipo diferente da outra linhagem
tumoral, as células MCF-7 também se tornaram arredondadas e aparentemente contraidas,
por ocupar menor &rea. Isto pode ser observado claramente nas trés concentracfes
selecionadas, que diferem visualmente do controle (Figura 41). Algumas poucas células
retornaram ao seu formato original 24 horas ap6s o fim do tratamento (24 h+) na
concentracdo 12,5%, porém isto ndo foi observado nas demais concentragdes. As células
permaneceram aderidas e organizando-se em ilhotas, como antes da mudanca de

morfologia.
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Figura 41 - Fotografias da linhagem tumoral MCF-7 tratada com extrato de Aloe vera.
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Legenda: As células foram tratadas com diferentes concentracbes (0%, 12,5%, 18,75% e 25%) por

diferentes tempos (0 h, 24 h e 24 h+) e fotografadas em microscopio de luz invertido com
aumento de 20x.

A linhagem Vero, ndo neoplasica, também apresentou a modificacdo morfologica,
assim como as tumorais. Na presenca do extrato de babosa, as células mudaram seu
fendtipo para redondo, ao invés de afiladas e esticadas. As celulas mantiveram-se
aderidas, e desta vez, se organizaram em formas de ilhotas, diferentemente de antes da
exposicdo ao extrato. E ndo foi observado um retorno ao fendtipo original, nem mesmo
em 12,5% de extrato de Aloe vera (Figura 42).
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Figura 42 - Fotografias da linhagem Vero tratada com extrato de Aloe vera.
Aum‘éz:gZOx L&y /0 _ 1O/ /0 | 25%
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Legenda: As células foram tratadas com diferentes concentracGes (0%, 12,5%, 18,75% e 25%) por
diferentes tempos (0 h, 24 h e 24 h+) e fotografadas em microscdpio de luz invertido com
aumento de 20x.
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4 DISCUSSAO

Muitas sdo as atividades bioldgicas ja descritas da Aloe vera e seus efeitos muitas
vezes podem estar associados também a forma de preparo do vegetal, afinal, sdo diversos
extratos (com diluentes distintos) e diferentes constituintes da planta para serem
utilizados, dos quais o uso do gel é o mais comum. Guo e Mei (2016), em seu trabalho de
revisdo, divulgaram diferentes efeitos clinicos e toxicos (citotoxicos, genotdxicos e
carcinogénicos) do extrato de folhas inteiras de A. vera, do gel e do latex, pois apresentam
composicdo quimica diferenciada. Na literatura cientifica é possivel encontrar muitos
trabalhos utilizando extratos brutos, aquoso, alcoodlico (metanodlico, etandlico) e
hidroalcodlico de Aloe vera (L.) Burm f. para diversos fins, porém poucos estudos sdo
encontrados acerca do extrato glicolico. O extrato glicdlico de Aloe vera ja foi estudado
em relacéo a cicatrizagdo de feridas experimentais em pele de ratos (FALEIRO et al.,
2009); reducao do crescimento e formacao de tubos germinativos por Candida albicans
(BERNARDES et al., 2012); atividade antimicrobiana in vitro em canais de raizes
dentérias (VALERA et al., 2013); e atividade coagulante na remocdo da turbidez da agua
(BORRI, FREIRE e BOINA, 2014), porém nada ainda foi descrito a respeito de sua
atividade antineoplasica. E importante notar que todos os trabalhos mencionados que
usaram o extrato glicolico de Aloe vera sdo brasileiros e, além disso, em todos 0s casos,
0 extrato utilizado foi comercial, assim como o do presente trabalho. Outro estudo, que
também utilizou o extrato glicélico comercial de A. vera da Mapric®, foi o de De Lima
(2016), também realizado pelo Laboratério de Radio e Fotobiologia UERJ, testando a
associacdo do extrato com radiacdo UVA em ceélulas de adenocarcinoma pulmonar
(A549).

No presente estudo, os resultados da primeira fase evidenciam citotoxicidade nas
maiores concentra¢cfes, onde metade ou um quarto da solucdo era composto pelo extrato
glicdlico comercial de Aloe vera. Isto foi observado através dos dois testes aplicados para
avaliar a viabilidade celular nas linhagens testadas e em ambos o0s tempos de tratamento
(Figuras 11-18). Resultados como os de De Lima (2016) corroboram esses dados. Ja as
menores concentragdes ndo mostraram citotoxicidade, exceto no tempo de 2 horas de
incubacdo nas células Vero, onde foi encontrada diferenca significativa em relacdo ao

controle na concentracdo 6,25% pelo ensaio de proliferagdo WST-1 (Figura 11). No
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entanto, o nivel de significancia estatistica, embora menor do que 0,05, ficou muito
proximo desse valor. Além disso, 0 grupo da concentracdo de 6,25% nao apresenta
diferenca significativa em relagdo a concentragdo 12,5%, a qual ndo foi diferente do
controle. Sendo assim, talvez com o aumento do namero amostral neste grupo, essa
diferenca significativa em relacdo ao controle ndo apareca. Segundo a bula do extrato
comercial de Aloe vera produzido pela empresa Mapric® (Anexo 1), o produto deve ser
utilizado na preparagdo de cosméticos em concentragdes abaixo de 10%. Entdo, de acordo
os resultados obtidos nas condigdes experimentais do presente trabalho, € possivel sugerir
que em relacdo a citotoxicidade essas concentragdes parecem ser seguras para uso
externo.

A concentracdo 12,5% foi citotoxica para a célula MDA-MB-231 em 24 horas de
tratamento e para linhagem MCF-7 em 2 e 24 horas de tratamento (Figuras 12 e 13). A
citotoxicidade nesta concentracdo foi evidenciada somente pelo ensaio de proliferagdo
WST-1, provavelmente devido a sensibilidade de cada método. Diferentes ensaios de
citotoxicidade podem apresentar resultados distintos dependendo da intervencéo
experimental e do ensaio usado (WEYERMANN, LOCHMANN e ZIMMER, 2005;
FOTAKIS e TIMBRELL, 2006). Além disso, sensibilidade do ensaio também pode variar
com esses parametros. Zwolak (2015) comparou cinco diferentes testes de viabilidade
celular usados na andlise da citotoxicidade do vanadio em células da linhagem CHO-K1,
dentre os quais havia o teste de excluséo por azul de tripan e 0 XTT, que utiliza 0 mesmo
principio do ensaio de proliferacdo WST-1. O autor conclui que, neste caso, o ensaio de
exclusdo por Azul de Tripan mostrou-se 0 menos sensivel dentre todos os testados,
indicando que perturbacdes mitocondriais causadas pelo tratamento ocorrem antes dos
danos a integridade da membrana plasmatica. No atual trabalho, o ensaio de proliferacdo
WST-1 mostrou-se mais sensivel nas células tumorais, comparado ao ensaio de exclusdo
por Azul de Tripan, por indicar citotoxicidade do extrato a partir da concentragdo 12,5%.
Isto sugere que o extrato glicdlico de Aloe vera causa alteraces no metabolismo
mitocondrial das células tumorais antes de afetar a integridade da membrana celular.

Tratando-se ainda da mesma concentragdo abordada no pardgrafo anterior, a
linhagem n&o neoplasica (Vero) foi a Gnica que ndo apresentou diferenca significativa em
12,5% de extrato (Figura 11) nos experimentos iniciais (2 e 24 horas). Os resultados das
células tumorais mostram um mesmo comportamento observado no trabalho de De Lima
(2016), que também utiliza uma célula tumoral (A549 — adenocarcinoma pulmonar). Nos
tempos de 2 e 24 horas o autor observa citotoxicidade induzida pelo mesmo extrato
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glicélico de Aloe vera nas células da linhagem A549 na concentracdo 12,5%. Ele ainda
afirma que tais dados podem indicar uma possivel atividade antitumoral desse extrato em
concentragOes acima de 12,5% (DE LIMA, 2016).

Nos experimentos de fase 1, onde a cito e genotoxicidade do extrato foi testada
nas trés linhagens celulares, em seis diferentes concentrac@es, e por 2 e 24 horas, foi
evidenciado maior potencial antineoplasico do extrato glicolico comercial de Aloe vera
em 24 horas de tratamento. Isto porque ao comparar os dois tempos de cada célula, ha
uma tendéncia de aumento da viabilidade da célula ndo-neoplésica Vero; enquanto ha um
decréscimo dessa viabilidade em ambas as células tumorais nesta exposi¢do prolongada
(Figura 14). Isto pode indicar que uma exposi¢ao curta € mais facilmente suportada pelas
células neoplasicas, porém, a exposicao prolongada garante tempo suficiente para a célula
ndo neoplasica se recuperar dos danos causados pela exposicao inicial. Possivelmente, o
actimulo de lesdes de um tratamento prolongado ndo é suportado nas células tumorais e
isso pode indicar uma eventual deficiéncia no sistema de reparo a danos causados pelo
tratamento. Ja é fato conhecido que dentre as etapas da carcinogénese ha alteracGes
genéticas em genes responsaveis pelo sistema de reparo do DNA (KENTSIS, 2020), o
que aumenta o nimero de mutagdes no DNA e a instabilidade genética destas células.
Deste modo, considerando que tais células possuam essa deficiéncia, € possivel supor que
0 extrato cause lesdes no DNA que afetem a viabilidade celular. Em concordancia com
isto, temos os resultados sobre a genotoxicidade obtidos pelo ensaio cometa. Na
comparacdo das trés linhagens celulares, a célula Vero obteve menor taxa de dano que as
demais em 24 horas, com diferenca significativa em 1,56% e 12,5% (Figura 25).
Observando atentamente a distribuicdo de classes do cometa, € possivel notar que ha um
crescimento de classes 0 e 1, que indicam pouco ou nenhum dano, em 24 h na célula Vero
(Figura 20). Essa mesma linhagem apresentou a classe 2 como predominante
(classificagdo intermediéria de danos), apds duas horas de tratamento com extrato de A.
vera (Figura 20). Isto confirma a ideia de que o maior tempo de tratamento fornece
condicdo suficiente para o sistema de reparo atuar na correcdo dos danos que foram
causados pelo extrato. J& na linhagem MDA-MB-231, a distribuicdo de classes
demonstrou o contrario. Enquanto havia poucos danos na exposi¢cdo de duas horas
(predominancia de classe 0 e 1), em 24 horas ha um maior acimulo de danos, com
prevaléncia da classe mediana de danos (classe 2) (Figura 22). Todavia, os resultados da
outra linhagem neoplasica (MCF-7), foram diferentes do esperado. A linhagem MCF-7

mostrou uma distribuicdo de classes bem equilibrada em duas horas de tratamento, e em
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24 horas a classe 1 se destacou das demais (Figura 24), indicando menos danos e
possivelmente maior atividade de reparo que as outras linhagens.

Apesar das duas células tumorais usadas no trabalho serem provenientes de
epitélio de adenocarcinoma mamario humano, estas possuem caracteristicas distintas, o
que pode explicar diferentes respostas ao tratamento. A linhagem MCF-7 possui
receptores de estrogénio e progesterona e é pouco invasiva (LEVENSON e JORDAN,
1997). Esta linhagem representa um fendtipo de cancer mamario em estagio inicial que
manteve os controles do ponto de verificagdo do ciclo celular mediado por p53 (ACU et
al, 2010; EL-MASRY, BROWN e DOBSON, 2019). Ja a MDA-MB-231 é chamada de
triplo-negativa por ndo ter os receptores de estrogénio, progesterona e fator de
crescimento epidérmico humano (HER2), sendo considerada altamente agressiva e
invasiva (European Collection of Authenticated Cell Cultures - ECACC). Diferentemente
da primeira, esta tem caracteristicas de fenotipo de cancer de mama avangado com
propriedades metastaticas agressivas, perda de controle de pontos de verificacdo mediado
por p53, devido a inativacdo do seu gene por mutacdo, e um alto grau de instabilidade
gendmica (ACU etal, 2010; EL-MASRY, BROWN e DOBSON, 2019). Isto eleva o risco
da doenca e dificuldade do tratamento. As terapias indicadas para cancer com tais
caracteristicas também sao diferenciadas, sendo hormonal (terapia alvo) no primeiro caso
e quimioterapia (inespecifica) no segundo (MOSES, EDWARDS e BRANTLEY, 2016).
Todas essas desigualdades entre as duas linhagens podem fazer com que as respostas ao
tratamento com extrato glicélico de Aloe vera também sejam distintas. Os resultados
referentes a genotoxicidade das células neoplasicas foram divergentes, pois, enquanto o0s
danos da linhagem MDA-MB-231 aumentaram com o passar do tempo de tratamento, na
linhagem MCF-7 eles diminuiram, indicando um reparo. =~ Como mencionado
anteriormente, Acu e colaboradores (2010) afirmam que a MCF-7 ainda mantém seus
pontos de checagem no ciclo celular, pois ndo sofre mutacdo no gene da proteina p53,
dando possibilidade de o sistema de reparo agir. Os mesmos pesquisadores sugerem que
o0 sistema de reparo de DNA e controle da homeostase da MCF-7 mantém-se intacto,
enquanto o da MDA-MB-231 ndo. Ainda, o estudo afirma que a MDA-MB-231 também
possui deficiéncia na expressdo da proteina de complementacdo do xeroderma
pigmentosum do grupo C (XPC), a qual participa do sistema de reparo por exciséo de
nucleotideos (ACU et al, 2010). Além da diferenca dos resultados na genotoxicidade,
também houve uma pequena diferenca na viabilidade. Quando as células tumorais sdo

comparadas entre si, hd maior viabilidade da linhagem MCF-7 nas concentracfes 25%
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(em 2 e 24 h) e em 50% (em 2 h) (Figura 15). Isso indica um comportamento similar entre
as células tumorais, porém nas concentracbes comprovadamente citotoxicas, é
manifestada maior sensibilidade ao tratamento na linhagem MDA-MB-231.

Através das comparacOes dos resultados dos experimentos iniciais foi possivel
chegar a uma concentracdo e um tempo de tratamento com extrato glicolico comercial de
Aloe vera que indicou maior potencial antineoplasico. A exposi¢do longa mostrou
melhores resultados por aumentar a viabilidade e oferecer tempo suficiente para reparar
os danos no DNA causados pelo extrato na linhagem Vero. Nas células tumorais a
viabilidade diminuiu neste tempo (Figuras 11-14). Tratando-se da genotoxicidade, a
MDA-MB-231 teve um aumento e a MCF-7 uma diminuicdo, assim como a Vero em 24
h. Contudo, mesmo com a diminuicdo dos danos ao DNA, ainda assim a taxa de dano da
MCF-7 em 24 h de exposi¢do é superior a taxa da linhagem Vero (Figura 25). J& em
relagdo as concentragdes, a solu¢do que continha 12,5% de extrato de Aloe vera mostrou-
se mais promissora. Isto porque, a célula ndo tumoral (Vero) ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle na viabilidade em nenhuma das duas exposicdes
(Figura 11 e 16); enquanto que essa diferenca foi observada em ambas as células de
adenocarcinoma mamario em 24 horas (Figuras 12 e 13). Na comparacao das exposicdes
das células tumorais, foi evidenciada, com diferenca significativa (p<0,05), a diminuicdo
da viabilidade com o prolongamento do tempo que as células eram mantidas em contato
com o extrato. Os resultados do ensaio cometa na linhagem MDA-MB-231 reforcou o
potencial da concentragdo 12,5% de extrato de A. vera, visto que foi a Unica concentracdo
que apresentou diferenca significativa ao comparar os dois tempos de tratamento,
indicando aumento da taxa de dano no DNA no tempo de 24 horas (Figura 21). Na
linhagem MCF-7 também foi observada diferenca significativa na concentracdo 12,5%
na comparacao das exposicdes (Figura 23). Contudo, neste caso, a taxa de dano decresceu,
provavelmente devido ao funcionamento do sistema de reparo de DNA, como discutido
anteriormente. Na linhagem nédo tumoral, apesar de haver uma diminuicao da taxa de dano
em 24 h, néo foi o suficiente para apresentar diferenca significativa (Figura 19).

Diante das analises dos resultados fase 1, o estudo seguiu para uma segunda fase
com algumas sele¢des. Primeiramente, selecionou-se o tempo de 24 horas de tratamento,
e além deste, foi adicionado o tratamento 24 h+. Esse tratamento consistiu em incubar as
células com extrato glicélico de Aloe vera por 24 horas e, em seguida, lavar 0s po¢os com
PBS e substituir as solu¢des que continham extrato por meio de cultivo suplementado,

por mais 24 horas. Desta maneira, foi possivel avaliar se as células conseguem recuperar
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sua viabilidade apds a exposicao ao extrato ser interrompida. Apesar de o extrato ter sido
retirado do contato com as células, sabe-se que parte dele ja foi incorporado pela mesma,
entdo a questdo seria saber se essa quantidade no interior da célula foi o suficiente para
continuar sua acdo citotoxica. Em uma possivel situacdo terapéutica, seria interessante
que viabilidade das células tumorais ndo se reestabeleca nesse segundo tratamento, pois
desta maneira o tratamento poderia ser feito em algumas sessdes, e ndo precisaria ser de
forma constante. A segunda selecdo feita no estudo foi em relagdo as concentracdes. Foi
observado que a concentragdo com potencial antineoplésico, dentre as estudadas, foi a de
12,5%. Assim sendo, ela foi selecionada juntamente com uma concentragao superior a
esta (25%). Além destas duas, também foi acrescentada uma concentracao intermediaria
as mesmas: 18,75%. Com essas concentracdes, foi possivel avaliar qual é o limite para as
células ndo-neoplésicas quanto a citotoxicidade do extrato.

Apos essas selegdes, foram obtidos novos resultados de viabilidade, por meio do
ensaio de proliferacdo WST-1. Iniciando pela célula Vero, este segundo resultado foi
diferente do esperado, levando em consideracéo o primeiro. Isto porque, inicialmente, em
24 horas de tratamento, a concentracdo 12,5% ndo apresentou diferenca significativa em
relagdo ao controle (Figura 11). No entanto, nesta segunda fase, foi constatada
citotoxicidade na concentracdo mencionada (Figura 26). Isto pode ter ocorrido devido ao
aumento do numero amostral nos experimentos. Enquanto nos experimentos da primeira
fase os testes foram feitos em quintuplicatas, nos experimentos posteriores o nimero de
réplicas dobrou em cada teste. VVale mencionar que, além de diferenciar-se do grupo
controle, esta também diferenciou-se significativamente de 25%, a qual ja era diferente
do controle nos primeiros experimentos. Em 24 h+, todas as concentra¢cdes mantiveram a
diferenga ao controle sem diferenciar-se entre si, indicando que ndo conseguiram
recuperar a viabilidade o suficiente para igualar ao controle (Figura 26). A comparacao
dos dois tratamentos mostrou diferenga nos grupos 12,5% e 18,75%, com queda da
viabilidade em 24 h+. Apesar dos resultados de genotoxicidade das células Vero indicar
a ativacdo do sistema de reparo, talvez o tempo de 24 horas sem a presenca do extrato
ndo seja o suficiente para que haja uma recuperacdo e aumento da viabilidade em
decorréncia destes reparos. Uma resposta similar a esta foi vista na célula de cancer
mamario menos agressiva (MCF-7). Com um comportamento semelhante a Vero, tanto
em 24 h como em 24 h+, todas as concentracdes foram diferentes significativamente do
controle (Figura 28). E na comparacao entre as duas exposi¢fes, somente a concentragcdo
12,5% apresentou diferenga significativa, indicando menor viabilidade em 24 h+. A
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analise da genotoxicidade desta célula também indicou reparo do DNA. Porém, assim
como no caso da Vero, talvez seja necessario um tempo superior a 24 horas para que as
consequéncias do reparo genético sejam refletidas na viabilidade da linhagem. Ou, talvez
isto possa indicar que a quantidade de extrato incorporada pela célula nas primeiras 24
horas seja suficiente para ainda ser citotoxica nas 24 horas seguintes. Na linhagem mais
agressiva MDA-MB-231, em 24 horas de tratamento, todas as concentracdes foram
menores significativamente do controle, sendo a viabilidade do grupo com 12,5% um
pouco maior que as demais, como esperado de acordo com o0s primeiros resultados
(Figura 27). Depois de 24 horas apds o encerramento do tratamento, todos 0s grupos
foram diferentes entre si. Na comparacgédo dos tratamentos, houve diferenca significativa
somente nos grupos 18,75% e 25%, indicando aumento na viabilidade celular em 24 h+,
ou seja, recuperacado. Isto aponta que a MDA-MB-231 consegue recuperar parte da sua
viabilidade, mas ndo o suficiente para se igualar ao controle. E interessante notar que no
grupo 12,5%, a recuperacdo ndo foi significativa, o que pode ser mais uma evidéncia de
que esta concentracdo do extrato seja a mais promissora no que diz respeito a acdo
antineoplésica.

O extrato de Aloe vera é rico em antraquinonas, as quais sdo estudadas por
apresentarem diversas atividades biologicas, inclusive contra células cancerigenas. De
acordo com resultados ja obtidos pelo Laboratério de Radio e Fotobiologia da UERJ (De
Lima, 2016), no extrato comercial utilizado no presente estudo ndo ha emodina, uma
antraquinona descrita com acdes de interesse para 0 estudo, como inducdo de
citotoxicidade, apoptose e inibi¢cdo da migracao, invasao e metastase em células de cancer
de mama (SUN et al., 2015). Entretanto, a literatura afirma que ha outros componentes
do extrato de Aloe vera, que também tem mostrado potencial antineoplasico. A aloina é
uma antraquinona que vem sendo estudada sobre seus efeitos contra o cancer, com acao
de inducgdo de apoptose em células de cancer de pulmdo (WAN et al., 2017), estdbmago
(WANG et al., 2018) e colorretal (PAN et al., 2013). A aloesina, outra antraguinona
encontrada na Aloe vera, exibiu a supressdo do crescimento e metastase de células de
cancer de ovario (ZHANG et al., 2017). E a aloe-emodina, a mais conhecida dentre as
substancias dessa classe contidas na planta estudada, tem sido amplamente pesquisada
por suas mais diversas atividades bioldgicas. Pesquisas mostraram que a aloe-emodina é
capaz de induzir a apoptose e suprimir a proliferacdo em células escamosas de carcinoma
de pulméo (SCC) (WU et al., 2017), em MH7A (células sinoviais), inclusive podendo

substituir o metotrexato, uma droga muito utilizada no tratamento de tumores malignos
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(HASHIGUCHI et al., 2017) e em MIA PaCa-2 e PANC-1 (células de carcinoma
pancreatico humano). Além disso, também é capaz de parar o ciclo celular, causar
perturbacdo ao potencial de membrana mitocondrial e ativar a autofagia nessas células
(DU et al., 2019). Também ha estudos em que atua em sinergismo aumentando a
eficiéncia de drogas ja utilizadas no tratamento do cancer, como € o caso do tamoxifeno,
usado em terapia de cancer mamario positivos para receptores de estrogénio (TSENG et
al., 2017). Devido a essa grande quantidade de resultados ja descritos, a aloe-emodina foi
descrita por Ozenver e colaboradores (2018) como uma droga candidata a terapia de
cancer. Sendo assim, ha possibilidades de substancias da classe das antraguinonas serem
responsaveis pelos efeitos que estdo sendo observados no presente trabalho devido aos
seus potenciais antineoplasicos.

Mais testes de analise fitoquimica do extrato sdo necessarios para confirmar a
presenca de antraquinonas, no entanto foram detectados carboidratos, possivelmente
polissacarideos, além de substancias fendlicas, que podem ser as substancias de interesse.
Picos minoritarios entre 7 € 25 minutos, com Amax entre 220 e 280 nm, foram observados
no cromatograma de HPLC-DAD, indicando ser substancias fendlicas simples (Figura
30). A técnica RMN é empregada para a elucidagdo estrutural de substancias isoladas e
também para determinar a composicao global de misturas complexas, como extratos de
plantas, uma vez que permite a detec¢do de qualquer substancia que contenha hidrogénios
e carbonos (KIM, CHOI e VERPOORTE, 2011; WOLFENDER et al, 2013; SIMMLER
et al, 2014). Através deste método foi possivel caracterizar as substancias fenolicas
simples observadas por HPLC-DAD no extrato glicélico de Aloe vera (Figura 32), pois
foi evidenciado um conjunto de sinais que se encontram nas regides entre 5,5 e 4,5 ppm
e entre 4,0 e 3,0 ppm, 0s quais, com elevado grau de sobreposicao, sdo caracteristicos de
carboidratos (CASANOVA et al, 2016). E provavel que correspondam a polissacarideos,
conhecidos por fazer parte da composi¢do do gel das folhas de A. vera (HAMMAN,
2008). Além disso, o estudo da composicdo do extrato também revelou uma Unica
substancia muito majoritaria, 0 que é incomum para extratos de plantas, que costumam
apresentar diversos constituintes fenolicos em baixas concentra¢des. O cromatograma do
HPLC-DAD apresentou um pico em 24,6 min, com maximo de absor¢ao (Amax) €m 248
nm, evidenciando tratar-se de uma substancia fenélica com croméforo simples (um Unico
anel aromatico) (Figura 30). Através do HPLC-DAD-MS/MS, o qual permite obter
informacgdes sobre a massa molecular e estrutura das substancias presentes em uma

amostra através da obtencdo de espectros de massas de seus constituintes (NICULAU et
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al., 2016; WOLFENDER, MARTI e FERREIRA QUEIROZ, 2010), foi possivel obter
resultados que detectaram uma Unica substancia com tempo de retencao de 31 min (Figura
31). Tal pico apresentou [M-H] -~ = 151 e fragmentos de m/z 136 e 92, compativeis com
as perdas sucessivas de metila e CO,. Essa massa e padrdo de fragmentacdo séo
compativeis com o metilparabeno, um conservante amplamente utilizado nas industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica (GRECCO et al, 2018). Complementando e
confirmando a identificacdo dessa substancia, os resultados da analise por RMN
apresentaram sinais compostos por dois dupletos em 7,77 (J = 8,8 Hz) e 6,60 ppm (J =
8,8 Hz) e um simpleto em 3,74 ppm, com integrais de 2:2:3 (Figuras 32 e 33). Os dupletos
sdo correspondentes a um anel aromatico para-substituido, enquanto o simpleto €
caracteristico de uma metoxila. Esses sinais sdo compativeis com a estrutura do
metilparabeno (WISHART et al, 2018), confirmando a presenca de tal substancia no
extrato.

Segundo a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), conservantes sao
definidos como “substancias que sdo adicionadas como ingrediente aos Produtos de
Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes com a finalidade de inibir o crescimento de
micro-organismos durante sua fabricacéo e estocagem, ou para proteger os produtos da
contaminacdo inadvertida durante o uso”. Conforme a RCD n° 29/2012 da mesma
agéncia, o metilparabeno € um conservante permitido para uso em uma concentracao
méxima de 0,4% (individual) ou 0,8% (mistura), sem limitacdes, adverténcias ou
condicdes de uso. Apesar do uso do conservante metilparabeno ndo ter sido informado
pelo fabricante na bula do extrato (Anexo 1), através da analise fitoquimica foi possivel
atestar sua presenca. Como o extrato utilizado no estudo é comercializado principalmente
para compor formulacdo de cosméticos, como cremes, lo¢bes, shampoos e outros, é
compreendida a razdo do uso de metilparabeno. Apesar de liberado pelo 6rgédo regulador
(Anvisa), o uso de parabenos no geral é controverso. Isto porque alguns estudos
relacionam a presenca de parabenos em tumores de mama como possiveis causadores
destes (DARBRE et al, 2004; DARBRE e HARVEY, 2014; AMIN et al, 2019). Além
disso, os parabenos possuem propriedades parecidas com as do estrogénio
(xenoestrégeno), como aumento da proliferacdo do epitélio mamario tanto normal como
neoplasico (PARENTE et al, 2015). No entanto, um estudo de 1998 afirmou que, dentre
0s parabenos testados (metil-, etil-, propil, e butilparabeno), todos foram considerados
fracamente estrogénicos, com o mais potente (butilparabeno) sendo 10.000 vezes menos
potente do que o 17 beta-estradiol (ROUTLEDGE et al, 1998). Porém, ainda ndo ha de
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fato comprovacéo cientifica de que os parabenos sejam carcinogénicos. Os sites de duas
agéncias governamentais americanas, a FDA (Food and Drug Administration — 6rgédo
governamental dos EUA responsével pelo controle de alimentos, medicamentos,
cosméticos e materiais médicos) e o Instituto Nacional do Cancer (National Cancer
Institute), respondem perguntas a respeito disto, afirmando ndo haver evidéncias
cientificas que relacionem o uso de parabenos com risco a saude humana ou cancer de
mama. Na lista de classificacdo de agentes cancerigenos para humanos da IARC nao ha
nenhum parabeno. Tratando-se do presente estudo, ndo houve possibilidades de executar
experimentos controle somente com o metilparabeno. No entanto, ha estudos na literatura
que mostram resultados seguros de metilparabeno, por ndo induzir citotoxicidade.
Carvalho e colaboradores (2012) testaram a inducdo in vitro de apoptose, necrose e
genotoxicidade de diferentes conservantes (fenoxietanol, propilparabeno, metilparabeno,
alcool benzilico e etilhexil glicerina), e o metilparabeno foi 0 segundo menos citotoxico
da lista, porém apresentou a maior média de genotoxicidade considerando todas as
concentracOes testadas. Porém, o préprio autor afirma que é possivel que qualquer
genotoxicidade aparente possa ser devido a fragmentacdo normal do DNA que ocorre no
estagio final de apoptose (CARVALHO et al, 2012). O estudo de Kizhedatha,
Wilkinsonb e Glassey (2019) que testou a hepato e dermotocixidade in vitro do butil e
metilparabeno, evidenciou que, nas concentracdes testadas, o metilparabeno néao
provocou diminuicdo da viabilidade, niveis de ATP e nem de GSH. Uma revisao realizada
no ano de 2008 sobre a seguranca de diversos conservantes usados em cosméticos cita
um trabalho em que a genotoxicidade do metilparabeno foi testada com trés diferentes
ensaios, e em todos eles o conservante mostrou-se seguro (Litton Bionetics, 1974;
ANDERSEN, 2008). Diante disso, é possivel que os efeitos observados no presente
estudo sejam frutos dos componentes do extrato de Aloe vera, sem interferéncias do
conservante adicionado.

Para avaliar se os efeitos que estdo sendo observados no trabalho séo promovidos
pelo extrato glicdlico de Aloe vera e /ou seus componentes, e ndo devido a um menor
volume de meio fornecido as células, foi realizado com a linhagem MDA-MB-231 um
teste que consistiu em substituir o extrato glicolico por PBS nos grupos que continham as
maiores concentragdes do mesmo. Para averiguar se havia a diminui¢do da viabilidade
das células tratadas com PBS, foi realizado o ensaio de proliferacdo WST-1. O PBS, por
ser uma solucdo tampéo fosfato salina, ndo traria riscos a célula, sendo assim um bom

candidato para tal investigacdo. Os resultados que comparam os grupos mantidos em PBS
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por 24 horas com o controle ndo apresentaram citotoxicidade, exceto a concentracédo de
50% (Figura 34). Porém, esse resultado pode estar sendo mascarado devido ao fato de a
solucdo ter sua cor bem mais diluida (clara) por metade do seu conteudo ser PBS, o qual
é incolor e transparente. Pode-se sugerir isso com o fato de que, na observacéao visual,
ndo houve uma grande diferenca na quantidade de células nos grupos expostos. Ja em 24
h+, nenhuma diferenca significativa em relacdo ao controle foi observada. Ao comparar
os tratamentos com PBS e o com extrato de Aloe vera, foi evidenciada diferenca
significativa em todos os casos, inclusive no grupo 50% em 24h onde aparentemente
haveria citotoxicidade pela incubacdo com PBS e na exposicdo de 24h+ que esta
relacionada a recuperacdo de viabilidade das células (Figura 35). O extrato glicolico
comercial de Aloe vera também ¢é incolor, no entanto, mesmo que o resultado de
viabilidade deste estivesse sendo mascarado pela cor da solugdo, ainda assim houve
diferenca significativa quando comparado com o tratamento com PBS. Além disso, a
observacdo visual mostrou um numero menor de células e exibiu morfologia alterada nas
concentracfes mais altas. Para averiguar a questdo da cor do extrato, foram realizados
testes onde as solugdes (meio suplementado + extrato) de todos os grupos, inclusive o
controle, eram substituidas por PBS antes da reacdo que converte o sal tetrazolio WST-1
em formazan. 1sso porque, como o extrato é incolor e 0 meio de cultivo é rosa, ao
adicionar o extrato, a cor acaba sendo diluida. Quanto mais extrato (transparente) e menos
meio (rosa), mais claro fica, tornando a cor diferente de grupo para grupo. Foram
utilizadas as células Vero para este segundo teste a fim de conferir se a cor influenciaria
os resultados da leitura do WST-1. Com a leitura sendo realizada ap6s a substituicao das
solucdes por PBS, os resultados da viabilidade mantiveram o padréo tanto em 24 h como
em 24 h+, com 0S grupos expostos ao extrato com menor viabilidade que o controle
(Figura 36). E a comparacdo dos resultados da leitura com as solugdes e com PBS,
confirmaisto, visto que em ambos os resultados tiveram o mesmo comportamento, apesar
de ser vista uma discreta diferenca significativa (Figura 37). No caso anterior, onde
metade da solucdo era extrato, a mudanca de cor era muito maior, podendo ser vista a
olho nu. Desta forma, é mais provavel que haja interferéncia na leitura. Sendo assim, é
possivel afirmar que os efeitos observados no trabalho estdo sendo causados pelo extrato
glicdlico de Aloe vera, e ndo porque 0s grupos de células estdo recebendo menor volume
de meio ou que a cor das solugdes possa estar interferindo nos resultados.

A observacgdo visual trouxe dados novos e complementares ao estudo. Ao

observar em microscopio de luz invertido os pocos onde as células foram plaqueadas,
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apos a exposicdo ao extrato, foi observada uma alteracdo na morfologia celular de todas
elas. A MDA-MB-231 é uma célula aderente que possui fenotipo afilado e alongado. Sua
morfologia se alterou na presenca do extrato para formas arredondadas, principalmente
nas concentracgdes acima de 12,5%, mesmo ainda estando aderidas (Figuras 38 e 39). Para
atestar que tal alteracdo era devido ao extrato, foram tiradas fotos das células tratadas com
PBS, e 0 mesmo ndo foi observado (Figura 40). N&o foi possivel fotografar através de
cameras acopladas ao microscépio esta linhagem, portanto as fotos dos resultados da
linhagem MDA-MB-231 foram tiradas atraves de celular. Em superficies bidimensionais
in vitro, as células cancerigenas MDA-MB-231 assumem diversas morfologias
relacionadas ao modo de migracéo e rigidez do substrato, relevantes para os mecanismos
de invasao do cancer in vivo (LAM et al., 2018). Kiso e colaboradores (2018), também
observaram mudanca na morfologia da MDA-MB-231. Ao transformar a célula em
“nocaute” para VEGF, a célula também se tornou arredondada. VEGF € a sigla em inglés
para fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor),
responsavel por promover a formacao de vasos sanguineos (angiogénese) e o crescimento
de tumores, estando, portanto, também associado a metastase. Estudos indicam inibicéao
da secrecdo de VEGF e da ativagdo dos seus receptores pela aloina (PECERE et al., 2000;
PAN et al., 2013; BAJPAI, 2018). Tudo isso pode ser evidéncia de que o extrato possa
estar agindo na inibicdo deste fator, o que é mais um indicativo apontando para sua acdo
antineoplasica, visto que a supressdo da metastase € uma importante etapa da terapia
anticancer. A linhagem MCF-7 possui uma morfologia um pouco diferente da MDA-MB-
231, pois ndo € tdo esticada. Uma caracteristica que esta célula tem é de crescer mais
agrupada, formando ilhotas de células. Essa linhagem é interessante por manter
caracteristicas semelhantes ao epitélio mamario e as monocamadas formam estruturas em
clpula devido ao acumulo de fluido entre a placa de cultura e a monocamada celular
(European Collection of Authenticated Cell Culture). Também houve alteragdo em seu
fenotipo, tornando-se mais redondas e aparentemente contraidas (Figura 41). As células
permaneceram aderidas a superficie da placa, porém ocupando uma area menor. As duas
células tumorais evoluem para fen6tipo mais arredondado, perdendo fuso e saliéncias
invasivas (D’ANSELMI et al, 2011), o que pode indicar um perfil menos agressivo e
invasivo. Essa mudanga morfologica de “encolhimento” das células pode estar
relacionada a mecanismos de morte celular por apoptose (MOSES, EDWARDS e
BRANTLEY, 2016; MADUNIC et al, 2018; ZARANDI, MIRAKABADI e
SOTOODEHNEJADNEMATALAHI, 2019). Fasco e colaborares (2003) descrevem
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diferentes mudancas fenotipicas da linhagem MCF-7 quando esta € exposta de forma
prolongada ao tamoxifeno, um farmaco amplamente utilizado no tratamento de cancer de
mama. Estudos com apigenina, substancia que vem sendo estudada pelo seu potencial
terapéutico, inclusive no combate ao cancer, também relatam a mesma alteracdo na forma
das células MCF-7 e MDA-MB-231 (BAI et al, 2014; MADUNIC et al, 2018). Esses
resultados sdo interessantes por contribuir na indicacdo do potencial antineoplasico do
estudo em questdo, visto que outras substancias com tal caracteristica produzem o mesmo
resultado. Entretanto, diferentemente do esperado, as células Vero também apresentaram
tal alteragdo. Seu fendtipo longo e afilado também se tornou arredondado (Figura 42).
Contudo, foi observado um comportamento diferente das outras células na presenca do
extrato. Além de ficarem redondas, as células Vero, que antes cresciam espacadas, na
presenca do extrato passaram a ficar mais proximas, formando ilhotas. Isto talvez seja
uma estratégia para aumentar a comunicagdo intercelular. Gongalves e pesquisadores
(2006) estudaram os efeitos da cisplatina, um farmaco antineoplasico utilizado em
quimioterapia de diversos tipos de cancer, no crescimento e morfologia da linhagem
Vero. Apesar de provocar alteragcGes morfoldgicas, as concentragdes testadas de cisplatina
ndo foram capazes de diminuir viabilidade celular, ou seja, ndo foi citotdxica
(GONCALVES et al, 2006). Entdo, mesmo com a modificacao do fenotipo da célula ndo

tumoral, o potencial antineoplasico do extrato em estudo ainda deve ser considerado.
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CONSIDERACOES FINAIS

O extrato glicélico de Aloe vera é citotoxico em concentracfes acima de 25%;

As células tumorais mostraram-se mais sensiveis, evidenciando citotoxicidade a
partir da concentracgdo de extrato de 12,5%;

O ensaio de proliferagdo WST-1 mostrou-se mais preciso e sensivel para as
andlises de viabilidade celular deste estudo;

A linhagem tumoral MDA-MB-231 apresentou um maior acumulo de danos ao
DNA com o aumento do tempo de contato com extrato de Aloe vera, possivelmente por
deficiéncia no sistema de reparo. E as outras duas linhagens apresentaram diminuicéo da
taxa de dano ao DNA, indicando eficiéncia neste reparo;

A linhagem néo-neopléasica Vero sofre menos efeitos genotdxicos de uma longa
exposicdo que as demais;

Ap0s 24 horas de tratamento com 12,5% do extrato glicolico de Aloe vera, ndo ha
uma recuperacéo significativa da viabilidade celular das linhagens nas 24 horas seguintes.

Analisados em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem um potencial
efeito antineoplésico do extrato glicolico comercial de Aloe vera (L.) Burm. f. na
concentracdo 12,5%, em 24 horas de tratamento. No entanto, a avaliacdo de outros
parametros de interesse em terapias antineoplasicas, como via de morte, ciclo celular,
migracéo celular e invasdo sao importantes para permitir um entendimento mais amplo
da acdo anticancer da Aloe vera. Os resultados da andlise fitoquimica foram
inconclusivos, necessitando de mais testes para confirmar a presenca do metilparabeno,
bem como de outros componentes do extrato.
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APENDICE - Solugdes utilizadas no ensaio cometa

Solucdes e Meios

Composicao e Concentracao

Agarose NMP 1,5%

Agarose NMP —1,5%
PBS

Agarose LMP 0,5%

Agarose LMP — 0,5%
PBS

Solucgéo de Lise 1

NaCl — 14,61%
Laurilsarcosinato de sodio - 1%
NaOH - 0,8%

EDTA - 3,72%

Tris - 0,12 %

Agua Ultrapura

pH 10

Solucéo de Lise 2

Solucéo de lise 1 — 89%

(8°C) Triton X-100 - 1%
DMSO — 10%
Solucéo de NaOH NaOH — 40%

Agua ultrapura

Solucéo de EDTA dissadico
200mM

EDTA —14,89%
Agua Ultrapura
pH 10

Tampao Alcalino para eletroforese
(2°C - 8°C)

Solugdo de NaOH 10N — 3%
Solucéo de EDTA dissddico
200mM - 0,5%

Agua Ultrapura

pH > 13
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Tampdo de Neutralizacdo

Tris-Cl 0,4M — 4,85%
Agua ultrapura
pH 7,5

Solucéo Fixadora acido

Tricloroacético — 15%
Sulfato de Zinco — 5%
Glicerol — 5%

Agua ultrapura

Solucéo A - Coloragéo por Prata

Carbonato de Sodio — 5%

Agua ultrapura

Solucéo B — Coloracéo por Prata

Nitrato de Amonio —0,1%
Nitrato de Prata — 0,1%

Acido Tungstosilicico - 0,25%
Formaldeido — 0,15%

Agua ultrapura

Solucéo STOP

Acido Acético — 1%

Agua ultrapura
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ANEXO - Bula do extrato cedida pelo fabricante
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EXTRATO GLICOLICO DE ALOE VERA (HG)

Nome Cientifico: Aloe barbadensis
INCI: Aloe (Aloe vera) Leaf Extract

N° CAS: 85507-69-3; 57-55-6; 64-17-5; 7732-18-5; 26172-55-4/2682-20-4; 99-76-3

Parte Utilizada: Suco condensado seco das
folhas Férmula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS

Compostos antracénicos (aloina, aloe-emodina, aloinase); mucilagem; carbohidratos;
polissacarideos; acido crisofanico; enzimas (celulose, carboxipeptideos, catalase, amilase,

oxidose), aminoacidos; vitaminas B, C e E; e sais minerais.

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

O Extrato Glicélico de Aloe vera tem agao emoliente, cicatrizante, tonificante, anti-
inflamatdria, suavizante, lenitiva, refrescante, hidratante, protetora e restauradora de tecidos.
Usado em preparacdes lenitivas para peles delicadas, sensiveis, irritadicas e/ou secas. Também
é indicado para tratamento da acne, psoriase, coceiras, eczemas, erisipela, picadas de insetos e
de pequenos ferimentos (como cicatrizante). Podera ser incorporado em cremes, lo¢Ges
cremosas, hidroalcodlicas ou ténicas, em shampoos, géis, cremes para banho, lo¢do de

limpeza, filtros solares e outros produtos cosméticos.

DOSAGEM
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Em cremes, géis, leites e lo¢Ges de tratamento - 1,0 a 5,0%. Em cremes dentais - 1,0 a 3,0%.

Em shampoos, condicionadores e sabonetes - 2,0 e 10,0%. Em desodorantes cremosos ou

liquidos - 1,0 e 5,0%.

Atencdo: O Extrato Glicdlico de Aloe vera deve ser adicionado no final da preparagdo

cosmética, com o produto em temperatura abaixo de 45°C. Uso Externo.

ESTOCAGEM E VALIDADE

Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo do calor e da luz

solar direta. Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricagao.
Obs.:

* Poderd ocorrer formacdo de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem, sem alterar

as propriedades.

* AlteracgOes da cor sdo esperadas por modificagdes dos compostos coloridos das plantas.
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