Estudo in vitro do efeito antitumoral da aloina
em cultura de células de melanoma'

Fernanda Vieira Berti

Mestranda do curso de pos-graduacao
em Engenharia Quimica — UFSC.
Florian6polis — SC [Brasil]
fernanda@intelab.ufsc.br

Renata Aparecida Nedel Pértile

Mestranda de curso de pos-graduacio
em Engenharia Quimica — UFSC.
Florian6polis — SC [Brasil]
renata@intelab.ufsc.br

Jarbas Mota Siqueira Junior

Pés-doutorando do curso de Farmacologia — UFSC.
Florian6polis — SC [Brasil]
jarbasms@farmaco.ufsc.br

Rosa Maria Ribeiro do Valle

Professora do Departamento de Farmacologia — UFSC.
Florianépolis — SC [Brasil]
ribeiro@farmaco.ufsc.br

Paulo Fernando Dias

Professor do Departamento de Ciéncias Biologicas — UFSC.
Florian6polis — SC [Brasil]
paulus@mbox1.ufsc.br

Luismar Marques Porto

Professor do Departamento de Engenharia Quimica
e Engenharia de Alimentos — UFSC.

Florian6polis — SC [Brasil]

luismar@intelab.ufsc.br

A identificacdo, extragdo, isolamento e caracterizacdo de
principios ativos vegetais que modulam a viabilidade celular
sao de grande interesse clinico e farmacoldgico. Testes fito-
quimicos tém demonstrado a presenga de varios compostos
oriundos dos metabolismos primario e secundario da Aloe
vera L. A aloina é uma antraquinona isolada do parénquima
clorofiliano da A. vera L que, sabe-se, apresenta atividade
bioldgica. A atividade antitumoral da aloina e do extrato do
parénquima clorofiliano foi avaliada, in vitro, com a utili-
zacao de células de melanoma de camundongo da linhagem
B16-F10. Nessa analise, células incubadas em atmosfera com
5% de CO, foram tratadas em diferentes concentragdes de
aloina e de extrato do parénquima, a 37°C. A aloina e o
extrato alteraram a estabilidade celular, exercendo efeito mo-
dulador sobre a viabilidade das células tumorais. Os dados
experimentais foram representados por meio de um modelo
matemadtico. Neste estudo, verificou-se que o extrato do pa-
rénquima clorofiliano é 2,3 vezes mais toxico que a aloina.

Palavras-chave: Aloe vera L. Aloina. B16-F10.
Extrato do parénquima clorofiliano.
Modelagem matematica. Viabilidade celular.
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1 Infroducao

A planta, popularmente conhecida como
babosa, da espécie Aloe vera L. (mais recente-
mente denominada A. barbadensis Miller), além
de muito difundida pela induastria de cosméticos,
tem sido cientificamente estudada em razdo de
seus propalados efeitos terapéuticos milenares.
Os constituintes de plantas que exercem ativida-
des bioldgicas em células humanas e animais fa-
zem parte de dois grupos distintos, dependendo
de sua concentragio relativa no corpo da planta
assim como de sua fungio. Esses grupos sdo divi-
didos em metabdlitos primarios e secundarios. Os
primarios freqiilentemente contém carbono, nitro-
génio e fosforo, assimilados pela planta por meio
das redes metabodlicas principais (KINTZIOS;
BARBERAKI, 2003). Os secundarios, por sua
vez, integram extrema variedade de grupos qui-
micos que sdo potenciais drogas anticancer, cuja
citotoxicidade tem como consequéncia a modula-
¢do das células do cancer, de modo que interfere
no processo de desenvolvimento do tumor e, even-
tualmente, inibe seu crescimento (KINTZIOS;
BARBERAKI, 2003).

Existem, no minimo, 600 espécies de Aloes
conhecidas (familia Liliaceae) (KAWAI et al.,
1993). Desse total, somente trés ou quatro apre-
sentam propriedades medicinais; uma delas é a
A. barbadensis, a de maior interesse terapéutico
e nutricional (ARAUJO et al., 2002). Aloes sio
plantas suculentas que possuem folhas densas e
carnudas. Testes fitoquimicos tém demonstrado a
presenca de varios compostos de interesse oriundos
dos metabolismos primario e secundario da Aloe
vera L. A planta é separada, segundo Lulinscki et
al. (2003), em dois produtos bdsicos: gel e litex.
O gel da babosa é constituido do parénquima de
reserva, uma substancia clara e pouco consisten-
te, semelhante a uma geléia, e composta de, apro-

ximadamente, 98% de dgua. O latex ou extrato

da babosa (Aloe vera) é uma exudacdo amarela e
amarga dos tubulos periciclicos e localiza-se logo
abaixo da epiderme das folhas. O litex ou, mais
especificamente, o extrato do parénquima clorofi-
liano é rico em glicosideos das antraquinonas aloi-
na A e B, substancias de baixo peso molecular que
tém sido freqlientemente examinadas do ponto de
vista quimico e farmacoldgico.

Quimicamente, a estrutura da aloina (Figura
1) foi designada como C-glicosideos de antra-
quinonas (HAY; HAYNES, 1956; HAYNES;
HENDERSON, 1960); farmacologicamente, a
aloina foi definida como componente de efeito
catartico encontrado no extrato da Aloe (MAPP;
MCCARTHY, 1970).

Nome popular: Aloina ou barbaloina

Férmula estrutural: C,H,,0,

Nomenclatura IUPAC:
1,8-di-hidroxi-3-(hidroximetil)-10-[3,4,5-trihidroxi-6-(hidroxi-
metil) oxan-2-il]-10H-antracen-9-ona.

Massa molar = 418,394 g/mol

Figura 1: Estrutura quimica da aloina
Fonte: Projeto PubChem, http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.

Mapp e McCarthy (1970) relatam que o
efeito catartico da folha da Aloe tem como ori-

gem um composto amarelo oxidavel denominado
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aloina. Esse composto € sensivel a luz, ao pH e a
temperatura, podendo ser oxidada a aloe emodi-
na. Atualmente, muitos compostos origindrios da
Aloe vera tém sido testados na cura de doencas
como asma, isquemia, hipertensdo, psoriase, ar-
trite rematoide e varios tipos de cincer.

Tumores crescem e desenvolvem metdstases
por meio da formacdo de vasos sangiiineos (neo-
angiogénese). Processos de vasculogénese e angio-
génese sao importantes na estruturagao de tecidos
vascularizados e podem ser induzidos e potencial-
mente controlados por substancias bioativas, ex-
traidas de espécies vegetais. No entanto, as drogas
podem agir no tumor, atingindo diretamente as
células cancerosas ou modulando a formacdo de
vasos que sao essenciais para sua sobrevivéncia.

As antraquinonas tém sido freqiilentemente
utilizadas na medicina como agentes antipsoria-
se. Seu modo de acdo nio é exatamente conheci-
do, ainda que muitas moléculas bioldgicas e tipos
celulares tenham sido identificados como alvos
potenciais. Derivados antraquindénicos também
mostraram inibir virias viroses in vitro, incluin-
do herpes simples do tipo 1 e 2, varicela-zoster e
influenza (SYDISKIS et al., 1991). Algumas pro-
priedades terapéuticas importantes, comuns aos
extratos e compostos isolados da A. barbadensis,
particularmente as atividades antiinflamatoéria e
antitumoral, sugerem, por hipdtese, que alguns
desses principios ativos sejam também modulado-
res eficazes da formagdo de vasos sanguineos, isto
é, vasculogénese e angiogénese.

As atividades biolégicas estudadas em sis-
temas-modelo podem ser acompanhadas de pro-
cessos de modelagem matematico-computacional.
Esses modelos aprimoram a compreensdo sobre
0s mecanismos farmacoldgicos envolvidos. A mo-
delagem computacional trata da simulagio de so-
lugdes para problemas cientificos, analisando os
fendmenos, desenvolvendo modelos matematicos

para sua descrigao e elaborando c6digos computa-
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cionais para obten¢ao dos resultados almejados. A
sofisticagdo dos problemas com que a humanida-
de se tem deparado nas ultimas décadas, em areas
tdo diversas como a nanotecnologia, a gendmica,
a bioinformatica e o desenvolvimento de novos
materiais, exige respostas exponencialmente mais
complexas do que aquelas que se buscavam no
passado. Essas mudangas propdem, para a cién-
cia e para a comunidade cientifica, um desafio: a
necessidade de conseguir respostas cada vez mais
sofisticadas, objetivando tratar daquela complexi-
dade, em tempo sucessivamente menor e pela so-
lugdo de problemas complexos. Os fendmenos da
natureza podem ser convenientemente represen-
tados por modelos matematicos, governados por
equacoes que expressam as relacdes envolvidas e
os parametros que as qualificam.

Este trabalho estd inserido em um programa
de pesquisa que tem como objetivo obter e inves-
tigar compostos bioativos, de alto valor agregado,
derivados de produtos naturais, que possam ser uti-
lizados em prol da saide humana. Especificamente,
pretende-se avaliar de que forma a aloina e o ex-
trato do parénquima clorofiliano de A. barbaden-
sis Miller agem sobre as células de melanoma da
linhagem B16-F10 e representar esses resultados
e tendéncias por meio de um modelo matematico
adequado. Tem-se, dessa maneira, como perspec-
tiva, a caracterizagdo dos efeitos profilaticos e/ou
terapéuticos desses principios ativos vegetais, por
intermédio de parametros que possam ser tteis a0
projeto de produtos terapéuticos, considerando sua

potencial aplicagdo como insumos farmacéuticos.

2 Materiais e métodos

2.1 Avaliacao da viabilidade
celular
Células de melanoma da linhagem B16-F10,

na densidade de 2,5x10° células por pogo, foram
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incubadas em uma placa de 96 pocos, contendo
100 pL por pogo de Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, Sigma Chemical Company,
St. Louis, USA), suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (Gibco, BRL), 2 mM de L-glutami-
na, 4,5 g-L! de glicose, 1,5 g-L"' de bicarbonato de
so6dio, 100 mL de penicilina e estreptomicina, em
atmosfera contendo 5% de CO, a 37°C.

Apo6s vinte e quatro horas de incubagdo, o
meio de cultura DMEM foi removido, e as células,
tratadas com concentragoes crescentes de aloina
e extrato do parénquima clorofiliano da espécie
A. barbadensis Miller. A pureza da aloina utiliza-
da foi estimada em cerca de 97% (Padriao Fluka
06088). As solucdes foram preparadas cuidadosa-
mente sob incidéncia de luz vermelha, evitando a
degradacao da aloina e de compostos antraquind-
nicos sensiveis. As concentracoes de extrato do pa-
rénquima clorofiliano utilizadas corresponderam
a 0,01 pg-mL?, 0,1 pg'mL", 1 pg'-mL", 10 pg-mL"!
e 100 pg-mL", e as concentra¢des de aloina, a 0,01
pg-mL1 0,1 pg'mL?, 1 pg-mL?, 10 pg-mL*, 100
pg-mL1, e 230 pg-mL-, todas diluidas em meio de
cultura DMEM.

As solugoes foram removidas dos pocos, apds
48 horas, e adicionados, em cada pogo, 100 pL
de uma solu¢do contendo 10 pL de reagente MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiasol-2-il]-2,5-dife-
niltetrazol) e 90 pL de meio de cultura DMEM,
para examinar a fun¢do mitocondrial das células
viaveis (CARMICHAEL et al., 1987).

As células foram novamente incubadas por
4,5 horas, a 37°C. Logo ap6s a remocdo desses re-
agentes, adicionaram-se 200 pL de solu¢gio DMSO
por pogo. A absorbancia a 550 nm foi medida em
um leitor de microplacas automatico (Wallac, mo-
delo Victor 2, workstation 1420 multilabel coun-
ter). Os resultados foram expressos na forma de
densidade o6ptica relativa ao maximo nimero de
células observadas durante os experimentos com

a aloina-padrio, o que corresponde, aproximada-

mente, a mesma densidade 6ptica verificada para
os pogos de solucdo controle. No grupo contro-
le, as células foram tratadas apenas com meio de
cultura DMEM. Estima-se que, para cada pogo
de 100 pL, 2.500 células estavam presentes vinte
e quatro horas antes do inicio dos experimentos,
periodo de adaptacio celular ao meio de cultura.

Os equipamentos utilizados para a realiza¢do
dos experimentos foram os seguintes: microscopio
Bioval XDS-1B, centrifuga Baby STOP, estufa de
CO, Ultrasafe HF 212UV, leitor de microplacas
automatico, cimara de Neubauer Loptik Labor e
camara de fluxo (UV, 0,22pm).

2.2 Modelagem matematica

Existem niveis diferentes para os quais a di-
namica do processo de apoptose pode ser descri-
ta. O processo de apoptose parece reproduzir di-
namicamente 0 que OCOrre no comprometimento
da célula para se dividir. Esse processo, sugerem
Palsson e Bhatia (2004), prossegue como de pri-
meira ordem; logo, a apoptose de uma populagio
de células X pode ser descrita por uma equacdo
do tipo

d_X = - Q’X
dt m

em que a representa a velocidade especifi-
ca de apoptose, ou morte celular programada. A
morte celular especifica pode ser decorrente de di-
versos fatores, especialmente da concentragao c e
do efetor. Uma relagdo funcional em potencial en-
tre a velocidade especifica de apoptose e um efetor
pode ser expressa da seguinte forma:

max

ald) = g

@

em que K ¢é equivalente a constante de Michaelis,
ou seja, o valor de concentrag¢do no qual a popula-

¢ao celular é destruida em 50%.
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3 Resultados e discussdo

Os resultados obtidos para os ensaios com
aloina e o extrato do parénquima clorofiliano en-

contram-se, respectivamente, nas Figuras 2 e 3.

].2 T T T T T T

o
e
T

Densidade 6ptica
o o
~ o
1 1

©
N
T
1

1 1 1 1
0.01 0.1 1 10 100 230
Concentragdo de aloina (ug.ml™)

0 Dados experimentais
— Modelo proposto

Figura 2: Curva de morte celular em razdo da
concentra¢do de aloina, apdés quarenta e
oito horas de exposicdo ao efetor. Os dados
experimentais representam médias de oito
experimentos (po¢os) para cada condi¢cdo de
concentracdo

Fonte: Os autores.

Tanto para o caso da toxicidade da aloi-
na-padrdo quanto para o extrato do parénqui-
ma clorofiliano de A. Vera L, observa-se queda
brusca no nimero de células apds determinada
concentracdo critica do efetor. A queda brusca
no numero de células vidveis estd diretamente re-
lacionada a concentracao do efetor, mostrando
que, no intervalo que compreende concentragdes
de 100 pg'mL' a 230 pg'mL" para a aloina e
de 10 pg-mL™" a 100 pg-mL" para o extrato do
parénquima clorofiliano, a viabilidade celular
comeca a diminuir, ou seja, o efetor passa a in-
terferir na sobrevivéncia das células, causando
a morte dessa linhagem tumoral de acordo com
o aumento da concentra¢do. Note-se que os da-

dos de concentracdo estdo graficados na escala
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logaritmica. Até a concentracdao de cerca de 10
pg-mL! praticamente ndo ocorreu morte celular.
Contudo, é importante salientar que a densidade
Optica registrada diz respeito ao nimero de célu-
las total, das quais uma fracgio é de células novas
que se originaram das semeadas. Ainda que ini-
cialmente se tenha adicionado o mesmo numero
de células em cada poco de cultura, cada uma
tem seu comportamento individualizado, ou seja,
umas se multiplicam mais, outras menos, o que
ocasiona variagoes importantes de densidade 6p-
tica para um conjunto de células que receberam
o mesmo tratamento. Dessa forma, o processo de
divisdo celular, que ocorre, em média, em torno
de vinte e quatro horas para a linhagem de me-
lanoma utilizado, pode ter sido uma das causas
da grande dispersao observada para os dados ex-
perimentais, nos intervalos de 0,01pg-mL" a 10
pg-mL", mostrados nas Figuras 2 e 3. Os desvios-
padrdo mostraram-se elevados, sobretudo para

baixas concentragdes do agente toxico.
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Figura 3: Curva de morte celular em razdo

da concentracao do extrato do parénquima
clorifiliano, apés quarenta e oito horas

de exposicdo. Os dados experimentais
representam médias de oito experimentos
(pocos) para cada condicdo de concentra¢cao

Fonte: Os autores.
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4 Modelo proposto

Com base nas observagdes experimentais e
no modelo de morte celular por apoptose sugeri-
do em Palsson e Bhatia (2004), foi desenvolvido o
seguinte modelo para a morte celular provocada
pela toxicidade de aloina e de outras substancias
presentes no extrato de A. vera L, ao final de qua-
renta e oito horas de exposi¢ao aos efetores:

dx o
dc

c-K;
(©)

no qual ¢ . ¢ a variagdo maxima da populagio
celular (isto é, morte celular) em razio da concen-
tracao do(s) efetor(es), expressa em densidade 6p-
tica relativa; K, ¢ uma singularidade do modelo
(0 < c < K,) e representa a concentragao de efetor
na qual ocorre 100% de morte celular.
Utilizando-se como condicdo de contorno
para a Equacdo 3 os valores de densidade 6ptica
relativa igual a unidade (para o qual ¢ = 0), cor-
respondentes a 2.500 células de melanoma vinte
e quatro horas antes do inicio dos experimentos

(t = 0), obtém-se a seguinte solu¢do analitica:

=l

3

X=1+|1In

@

Os pardmetros mostrados na Tabela 1 fo-
ram obtidos da regressao nao-linear, por meio
do Método de Marquardt (CONSTANTINIDES;
MOSTOUFI, 1999), a partir da Equagio 3.

Para a obtenc¢do dos parimetros do mo-
delo nao se consideraram os trés pontos expe-
rimentais iniciais, que foram tomados como
constantes no intervalo 0,01 a 10 pg - mL".
Mesmo que as variagdes tenham sido consi-
deraveis, elas se devem, principalmente, a di-
ficuldade de obter 0 mesmo nimero de célu-
las ao final de 48 horas de ensaio. Contudo,

nessas baixas concentragdes, ndo devem ser
esperados efeitos toxicos significativos produ-
zidos pelos produtos de A. vera aqui testados.
Ainda assim, a variacdo dos parametros € sig-
nificativa, dado que o numero de pontos de
concentracdo utilizado foi relativamente pe-
queno. Isso explica, em parte, o grande desvio
do parametro K.

Tabela 1: Parametros de toxicidade celular
obtidos da regressdo ndo-linear do modelo
proposto (Equacdo 3), considerando-se
constantes os valores experimentais iniciais
de densidade 6ptica até a concentracdo de
10 pg - mL-1

Parémetro de toxicidade
Efetor
dmax Kd
Aloina-padrdo 0,205 + 0,009 2339
Extrato do parénquima 0,15+ 0,09 100 + 58

Obs.: Os valores sdo reportados pela média de oito
experimentos + desvio-padrdo.
Fonte: Os autores.

Os dados da Tabela 2 representam a con-
centragdo de efetor para diferentes niveis de
morte celular, expressos como porcentagem do
namero de células inicialmente presentes. Esses
pardmetros, em conjunto com os do modelo ma-
tematico proposto, podem ser utilizados como
referéncia ou critério para avaliar a toxicidade

de diferentes efetores.

Tabela 2: Valor critico de concentragdo do
efetor para morte celular determinado com
base no modelo matematico proposto

Concen- Concen- Razdo de
% Morte tracdo de tfracdo do S
b toxicidade
celular aloina, (A), | extrato, (E),
J 5 (E/A)
Mg - mL Mg - mL
10 157 50 3.1
25 196 82 2.4
50 222 97 2,3
100 231 100 2,3

Obs.: Os valores de razdo de toxicidade foram calcu-
lados, dividindo-se as concentracdes de aloina e de
extrato.

Fonte: Os autores.
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Ao contrario do que se esperava, a toxici-
dade do extrato é superior a da aloina-padrio.
Utilizando-se como critério os valores de K, ou o
porcentual de morte total, conclui-se que o extra-
to é 2,3 vezes mais toxico do que a aloina-padrio
utilizada. Isso é compativel com a idéia de que
devem existir componentes mais toxicos do que
a aloina no extrato do parénquima clorofiliano
de A. vera.

A atividade biologica da A. vera, neste caso
a indugdo de morte celular, mais do que o efeito
de um tnico composto em particular, parece ser
decorrente de um sinergismo modulado de com-
postos bioativos. Isso esta de acordo com o que é
sugerido por Davis (1997).

E da tradicio da medicina oriental o uso de
materiais com atividade negativa e positiva para
normalizar ou produzir um efeito biologico ba-
lanceado, formando um sistema especialmente
imunorreativo ou imunomodulador (YAGI et al.,
1986; SATO et al., 1990). E possivel que, no caso
do extrato de A. vera, alguns dos componentes
promovam a proliferagdo celular, ao passo que
outros induzem apoptose ou mesmo intoxicam as

células de melanoma.

5 Consideracoes finais

Os resultados obtidos nos ensaios de viabili-
dade celular para a avaliagdo da acao antitumo-
ral de compostos de Aloe vera L, em especial da
aloina e do extrato do parénquima clorofiliano,
indicaram forte ag¢do toxica para células de me-
lanoma de camundongo, linhagem B16-F10, em
especial a partir de concentragdes da ordem de 10
pg-mL". Pelo menos um dos compostos presentes
no parénquima é mais promissor do que a aloina
para a inducdo de morte celular dessa linhagem

tumoral. O extrato apresentou toxicidade 2,3

Exacta, Sao Paulo, v. 5, n. 1, p. 169-176, jan./jun. 2007.

vezes mais elevada do que a aloina-padrio, para
morte celular total.

Um modelo matematico foi desenvolvido e
testado para avaliar o efeito toxico desses efetores
(agentes antitumorais presentes na A. vera L). Foi
possivel associar aos pardmetros do modelo uma
interpretacdo biologica tutil para a comparagdo de
diferentes agentes. Em particular, os dados de K,
que representa a concentra¢ao de efetor na qual
ocorrem 100% de morte celular, sdo importantes

indicadores dos limites de viabilidade celular.

In vitro study of the
antitumoral effect of aloin in
the culture of melanoma cells

Identification, extraction, isolation and charac-
terization of plant-derived active molecules that
modulate cell viability are of great clinical and
pharmacological interest. Phytochemical tests
have been used to demonstrate the presence of
several compounds both from the primary and
secondary metabolism of Aloe vera L. Aloin,
an anthraquinone isolated from the chlorophyll
parenchyma of A. vera L, is known for its bio-
logical activity. The antitumoral activity of aloin
and the chlorophyll parenchyma extract was
evaluated in vitro with the use of murine mela-
noma cell line BI6F10. Cells incubated with 5%
CO, at 37°C were treated with different aloin
and parenchyma extract concentrations. Both
affected cellular stability, acting as modulators
of tumoral cell viability. Experimental data
were fitted to a developed mathematical model.
From the fitting parameters we concluded that
the chlorophyll parenchyma extract is 2.3 times
more toxic to the cell than aloin.

Key words: Aloe vera L. Aloin. B16-F10 cell
viability. Chlorophyll parenchyma extract.
Mathematical modeling.

Notas

1 Trabalho originalmente apresentado no XVI Simpésio
Nacional de Bioprocessos — SINAFERM 2007, de 29 de
julho a 1° de agosto, Curitiba/PR, 2007.
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