&

\'I -

UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO - CTC
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E
ENGENHARIA DE ALIMENTOS - EQA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA
QUIMICA

1442
\\\t
Logggg0¢
‘N\:!\"

MAIKON KELBERT

EFEITO DO EXTRATO DO PARENQUIMA CLOROFILIANO
PROVENIENTE DA Aloe barbadensis MILLER EM CELULAS
ANIMAIS

FLORIANOPOLIS
2016






Maikon Kelbert

EFEITO DO EXTRATO DO PARENQUIMA CLOROFILIANO
PROVENIENTE DA Aloe barbadensis MILLER EM CELULAS
ANIMAIS

Dissertagcdo submetida ao Programa de
Pés-Graduagéo em Engenharia
Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina para a obtencdo do
Grau de Mestre em Engenharia
Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Luismar Marques
Porto

Coorientador: Dr? Fernanda Vieira
Berti.

Florianopolis
2016



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Kelbert, Maikon

Efeito do extrato do parénquima clorofiliano
proveniente da Aloe barbadensis Miller em células animais
/ Maikon Kelbert ; orientador, Luismar Marques Porto ;
coorientadora, Fernanda Vieira Berti. - Florianépolis, SC,
2016.

88 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro Tecnoldégico. Programa de Pds-Graduagido em
Engenharia Quimica.

Inclui referéncias

1. Engenharia Quimica. 2. Extrato do parénquima
clorofiliano . 3. Citotoxicidade. 4. Células endoteliais.
5. Melanoma. I. Porto, Luismar Marques . II. Berti,
Fernanda Vieira. III. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Quimica.
IV. Titulo.




Maikon Kelbert

Efeito do extrato do parénquima clorofiliano proveniente da Aloe
barbadensis Miller em células animais

Dissertacdo julgada adequada para obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia Quimica, area de concentracdo de Desenvolvimento de
Processos Quimicos e Biotecnoldgicos e aprovada em sua forma final
pelo Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Prof. Dr. Luismar Marques Porto
Orientador

Dr.2 Fernanda Vieira Berti
Coorientadora

Prof2. Dr2 Cintia Soares
Coordenadora do Curso

Banca Examinadora:

Profd. Dr2 Débora de Oliveira.
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof?. Dr2. Giannini Pasiznick Apati
Universidade da Regido de Joinville

Dr2, Talita da Silva Jeremias
Universidade Federal de Santa Catarina

Florianopolis, 15 de setembro de 2016






Dedico este trabalho aos meus pais,
minha irmd minha avo, minhas tias,
minha prima e a todas as pessoas que
passaram em minha vida e deixaram algo
de bom pois gragas a cada um pude
chegar até esta etapa.






AGRADECIMENTOS

Minha mais profunda gratiddo a minha mée, meu pai e minha
irmd por sempre apoiarem as minhas decisGes, acreditarem
incondicionalmente em mim e se sacrificarem para que eu pudesse
chegar até aqui.

As minhas tias Helga e Ingrid, a minha prima Barbara e a minha
avo Else pelo apoio, motivacdo e por serem essas pessoas magnificas.

Em especial, ao Professor Luismar Marques Porto e a Doutora
Fernanda Vieira Berti pela orientagdo, ensinamentos e amizade.

A Emily por estar sempre disposta ajudar, discutir 0s
experimentos e resultados e acima de tudo pela amizade, afinal nossas
discussdes sempre tornaram os dias mais divertidos.

A Karina por estar sempre disposta ajudar, por me acompanhar
nas noites de estudo e acima de tudo pela amizade.

Ao Guilherme pela ajuda na analise de HPLC, por toda a ajuda no
decorrer do mestrado e pela amizade.

A Drielle por toda a ajuda no decorrer do mestrado e pela
amizade, afinal sdo quase 9 anos, né?

A Tuane pela amizade e por me ajudar em todos 0s momentos em
gue precisei.

A todo grupo do Laboratério de Tecnologias Integradas
(InteLab): Ana, Andrea, Camila, Charles, Giovana, Julia, Samara,
Vinicius e Vitor pelas contribui¢es dadas no trabalho.

Ana Paula Ruani do LQPN pela ajuda na realizacéo da anélise de
HPLC.

A Veronica e a0 NOLAB pela ajuda com as imagens de
microscopia.

A Talita e a0 LACERT pela ajuda com as imagens de
microscopia.

Ao LAMEB pelas leituras de fluorescéncia realizadas no
laboratorio.

Aos meus queridos amigos Alex, Carol, Jefferson e Gabriel por
terem me aguentado durante todo esse tempo e estarem sempre ao meu
lado dispostos a ajudar.

A Aloia, Eduardo, Lucilia e Francisco por todos os diversos
conselhos, aprendizado e amizade, sem dlvida ndo seria quem sou se
vocés ndo tivessem passado por minha vida.

Aos inlmeros amigos que participaram de alguma forma para que
eu pudesse concluir essa etapa da minha vida, em especial ao Fabricio,
Priscila, André Vinicius, Lya, Emerson, Alexandre, Maicon, Ju,



Alexandra, Amanda, Barbara, Juliana, Daniel, Valdir, Fernanda, Bruna e
Eliza.

Aos meus queridos amigos de faculdade Ana, Ale, André,
Géssica e Styfanie uma amizade da Univille para a vida.

As minhas orientadoras de iniciacdo cientifica Andrea, Ana
Paula, Giannini e Michele sem dlvidas foi gracas a vocés que adoro
desenvolver atividades de pesquisa e resolvi realizar o mestrado e
continuar no doutorado.

A todos que de maneira indireta ou direta, contribuiram para que
esse trabalho se realizasse.

Aos membros da banca por aceitarem avaliar este trabalho e pelas
contribuicBes dadas.

Especialmente ao Sr. Dionisio, a Sra. Cacilda e a empresa
Naturama, pelo fornecimento do material de estudo sem o qual este
trabalho néo teria sido realizado.

Ao CNPq, CAPES e FINEP pelo apoio financeiro.



Efeito do extrato do parénquima clorofiliano proveniente da Aloe
barbadensis Miller em células animais

RESUMO

Diversas culturas se baseiam na utilizacdo de plantas para o tratamento de
doencas. Plantas do género Aloe vem sendo utilizadas a séculos na medicina
tradicional para cicatrizacdo de feridas, como agente antibacteriano, como
laxante e até mesmo para o tratamento do cancer. O extrato do parénquima
clorofiliano (EPC) da Aloe barbadensis Miller é excretado quando a folha é
cortada ou quebrada, este liquido de cor amarelada é rico em antronas,
cromonas e seus derivados. Estudos com compostos isolados do EPC,
aloina e Aloe emodina, mostram uma promissora atividade antitumoral dos
mesmos. A incidéncia do melanoma cutdneo vem aumentando nos ultimos
anos, 0 que gera uma grande preocupacdo, uma vez que esse cancer é
altamente agressivo apresentando alta possibilidade de metéstase. Neste
trabalho o EPC foi padronizado por HPLC, apresentando 5,6% em massa
seca do isdmero aloina B. A citotoxicidade foi avaliada do EPC em
linhagens de fibroblastos L-929, assim como o efeito do EPC sobre a
viabilidade, proliferacdo, morfologia e migracdo de duas linhagens de
melanoma (SK-MEL-28 e B16-F10). De acordo com a ISO 10993-5,
concentracdes superiores a 185pug-mL' de EPC sdo citotoxicas
(decréscimo na viabilidade maior que 30%), sendo esse valor maior que o
valor de ICs, de ambas as linhagens de melanoma, 125 e 165 pg-mL™ para a
SK-MEL-28 e B16-F10, respectivamente. Analise morfolégica mostrou
ponto de alta fluorescéncia, indicando uma reorganizacao dos filamentos de
actina presentes no citoesqueleto. O resultado do ensaio de migracdo para
ambas linhagens de melanoma mostrou que o EPC ¢é mais eficaz em inibir a
migracdo do melanoma humano SK-MEL-28. Células endoteliais (HUVEC)
foram expostas ao EPC e os pardmetros de viabilidade celular, proliferacéo,
morfologia, migracédo e formac&o de tubos foram avaliados. O EPC inibiu a
migracdo de HUVECs mesmo em concentra¢cBes que ndo apresentaram
efeito de decréscimo na atividade metabdlica e proliferacdo celular. Pode-se
observar a retracdo das fibras de estresse em células tratadas com as
concentracdes de 10 e 100 pg-mL™ de EPC. A formacdo de tubos em
células endoteliais foi inibida na maior concentragéo testada (100 pg-mL™),
contudo ainda se observa a formagdo de brotos vasculares. Em suma o EPC
proveniente de Aloe barbadensis Miller causou um decréscimo na
viabilidade e proliferacdo celular assim como uma diminui¢do da
capacidade de migracéo e alteragdes morfoldgicas de células de melanoma e
endoteliais, influenciando também na formacgdo de tubos vasculares por
células endoteliais.

Palavras-chave: Extrato do parénquima clorofiliano. Aloe. Melanoma.
Células endoteliais. Citotoxicidade.






Effect of chlorophyll parenchyma extract from Aloe barbadensis
Miller on animal cells

ABSTRACT

Several cultures are based on the use of plants for the treatment of diseases.
Plants of the genus Aloe has been used for centuries in traditional medicine,
in wound healing, such as antibacterial agent, laxative and even for the
treatment of cancer. The chlorophyll parenchyma extract (EPC) from Aloe
barbadensis Miller is excreted when the sheet is cut or broken, this
yellowish liquid is rich in anthrones, chromones and their derivatives.
Studies on compounds isolated EPC, aloin and Aloe emodin, showed
promising antitumor activity. The incidence of melanoma has increased in
recent years, creating a great concern, since this cancer is highly aggressive
and presents high possibility of metastasis. In this work the EPC was
standardized by HPLC, showing 5.6% of dry weight of aloin B isomer. The
EPC cytotoxicity was evaluated on fibroblast L-929 cell line, as well as the
effect of EPC in cell viability, proliferation, morphology alterations and
migration on two melanoma cell lines (SK-MEL-28 and B16-F10).
According to 1SO 10993-5, concentrations higher than 185 pg-mL™ EPC
are cytotoxic (decrease in viability was greater than 30%), this value being
higher than the 1Cs, value of both melanoma cell lines, 125 and 165 pg-mL"
! to SK-MEL-28 and B16-F10, respectively. Morphological analysis
showed high fluorescence spots, indicating a reorganization of actin
filaments present in the cytoskeleton. The result of the migration test for
both melanoma cell lines showed that the EPC is more effective to inhibit
the migration of human melanoma SK-MEL-28. Endothelial cells
(HUVEC) were exposed to the EPC and parameters of cell viability,
proliferation, morphology alterations, migration and tube formation was
evaluated. The EPC inhibited HUVEC migration even at concentrations that
has not shown effect in decrease of metabolic activity and cellular
proliferation. It was observed the decrease of stress fibers in cells after
treated with concentrations of 10 and 100 ug-mL™'of EPC. The tube
formation on endothelial cells was inhibited at the highest concentration
tested (100 pug-mL™), however it was still possible to observe the formation
of vascular sprouts. In short, the EPC from Aloe barbadensis Miller caused
a decrease in cell viability and proliferation as well as reduced migration
ability and morphological changes on melanoma and endothelial cells, also
influencing the vascular tube formation by endothelial cells

Keywords: Chlorophyll parenchyma extract. Aloe. Melanoma. Endothelial
cell. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), o cancer é
uma das principais causas de morte em todo o mundo. Dados de 2013
apontam o Brasil como o quarto pais onde mais se morre por cancer,
sendo o cancer de pele o mais frequente, totalizando 25% dos casos
registrados. O céancer de pele melanoma é o mais grave, mesmo
representando apenas 4% dos casos correspondentes ao 6rgao (pele).
Sua gravidade se da devido ao melanoma apresentar alta possibilidade
de metéstase, ou seja, disseminacdo do cancer para outros tecidos ou
orgaos sadios.

Para que o tumor se desenvolva as células tumorais expressam
moléculas sinalizadoras, tais como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), responsaveis pelo recrutamento de novos vasos
sanguineos, a partir de vasos pré-existentes, que suprem a demanda de
nutrientes e oxigénio necessarios para a progressao tumoral. A formacédo
desses novos vasos sanguineos se da por meio do processo denominado
angiogénese, também responsavel pela migracdo das células tumorais
para outras areas do corpo (metastase) (CARMELIET, 2003;
QUESADA; MUNOZ-CHAPULI; MEDINA, 2006).

O tratamento de pacientes diagnosticados com melanoma
ocorre através de intervencao cirlrgica seguido de quimioterapia e/ou
radioterapia. Nos Ultimos anos o conhecimento referente a biologia do
melanoma tem progredido muito e com isso a taxa de sobrevivéncia dos
pacientes tem aumentando, contudo os quimioterapicos ainda causam
diversos efeitos secundarios (TABOLACCI et al., 2013), 0 que gera um
desgaste fisico e psicolégico aos pacientes. Neste sentido, o0 estudo de
novos agentes com promissora atividade antitumoral, que ndo causem
tantos efeitos secundarios sdo de grande interesse, principalmente se
proveniente de uma fonte natural.

A Aloe barbadensis Miller, conhecida popularmente como
babosa, vém sendo utilizada por séculos para diversas finalidades
farmacéuticas e cosméticas, ja que possui em sua composicdo quimica
diversos compostos bioativos. O extrato do parénquima clorofiliano
(EPC) desta planta apresenta em sua composicdo mais de 80
constituintes (CAMPESTRINI, 2007), dentre os quais, destacam-se a
aloina e aloe emodina como possiveis compostos com atividade
antitumoral (CARDENAS; QUESADA; MEDINA, 2006; LEE et al.,
2014).

No Laboratério de Tecnologias Integradas (InteLab) estudos
com a planta Aloe barbadensis Miller vem sendo desenvolvendo desde o
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ano de 2006. Campestrini (2007) demonstrou que o0 extrato do
parénquima de reserva (EPR), a fracdo polissacaridica isolada deste EPR
e acemanana (composto isolado do EPR) apresentaram efeito anti-
vasculogénico e anti-angiogénico, estes resultados foram obtidos através
dos ensaios de vascularizacdo realizados na vesicula vitelinica e na
membrana corioalantdica de Gallus domesticus. Godinho e
colaboradores (2016) desenvolveram hidrogéis de nanocelulose
bacteriana incorporando in situ de diferentes por¢des de Aloe visando
aplicacbes na area biomédica. Berti (2008) demostrou, através de
ensaios in vitro, que altas concentragdes tanto de EPC quanto de aloina
promoveram a morte de células de melanoma B16-F10, enquanto em
modelos in vivo de ovos embrionados da espécie Gallus domesticus
estes compostos estimularam a vasculogénese e angiogénese.

Partindo do estudo de Berti (2008) o presente estudo tem como
intuito elucidar conhecimentos sobre a a¢do do EPC em células tumorais
e endoteliais, sendo de grande valia, uma vez que tanto propriedades
pré-angiogénicas e antitumorais foram relatadas na literatura.
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11 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo geral

Avaliar e quantificar o efeito citotoxico in vitro do extrato do
parénquima clorofiliano (EPC) proveniente da Aloe barbadensis Miller.

1.1.2  Objetivos especificos

1) Padronizar a medida da percentagem de aloina presente no EPC
proveniente da planta Aloe barbadensis Miller.

v/ Para alcangar este objetivo, a planta primeiramente foi
catalogada com intuito de confirmar a origem botéanica (Aloe
barbadensis Miller). O EPC apds coletado e beneficiado foi
padronizado quanto ao seu teor de aloina por HPLC.

2) Determinar a faixa de concentragao citotdxica do EPC.
v A faixa de concentragdo citotoxica do EPC foi determinada

por meio de uma analise quantitativa (atividade metabdlica,
por ensaio de MTS) e qualitativa (morfologia, por
microscopia de contraste de fase).

3) Quantificar a viabilidade, proliferacdo e migracdo de linhagens de
melanoma de camundongo (B16-F10) e melanoma humano (SK-
MEL-28).

v' Efeito do EPC sobre ambas linhagens de melanoma foi
avaliado por meio dos ensaios de atividade metabdlica (pelo
reagente de MTS), proliferacdo (pelo kit de PicoGreen®) e
migracdo (pelo ensaio de cicatrizacdo da ferida).

4) Avaliar alteracGes morfoldgicas em B16-F10 e SK-MEL-28.
v’ Alteragdes morfoldgicas ocasionadas pelo EPC em ambas

linhagens de melanoma foram visualizadas por meio de
microscopia de contraste de fase e microscopia de
fluorescéncia.
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5) Quantificar a viabilidade, proliferacdo e migracdo em células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC).
v’ Efeito do EPC sobre as células endoteliais humanas (HUVEC)
foi avaliado por meio dos ensaios de atividade metabdlica
(pelo reagente de MTS), proliferacéo (pelo kit de PicoGreen®)
e migracdo (pelo ensaio de cicatrizacdo da ferida).

6) Avaliar alteragdes morfol6gicas em HUVEC.
v’ Alteracdes morfoldgicas ocasionadas pelo EPC em HUVEC

foram visualizadas por meio de microscopia de contraste de
fase e microscopia de fluorescéncia.

7) Avaliar e quantificar a formacdo de tubos vasculares por
HUVEC.
v Efeito do EPC sobre a formacdo de tubos vasculares de
HUVEC foi realizado em Geltrex®.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CANCER E MELANOMA CUTANEO

Cancer é o nome dado a um conjunto de doencas que podem
afetar qualquer parte do corpo. Como caracteristica comum células
anormais comegam a proliferar desordenadamente podendo espalhar-se
para tecidos circundantes ou outros 6rgdos, este fenémeno é chamado de
metastase (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE - OMS, 2015).

Os tumores podem ser considerados benignos ou malignos.
Tumores benignos podem ser constituidos por grandes “massas”
tumorais, porém quando removidos em geral ndo voltam a crescer,
também ndo se espalham ou invadem tecidos circundantes. Enquanto
tumores malignos, uma vez que crescem, além de invadir tecidos
préximos, podem liberar/desprender células e migrar para locais
distantes do tumor principal (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2015).

Tumores malignos geram grande preocupacdo uma vez que
além de intervencdo cirlrgica, necessitam de tratamentos posteriores a
cirurgia, como quimioterapia e radioterapia, além de acompanhamento
periddico dos pacientes. Mesmo com 0s avangos na area, 0 nimero de
mortes resultantes desta doenca ainda é muito grande. A Tabela 1
mostra o ranking dos paises, com dados de 2013, referentes ao nimero
de mortes por cancer para ambos 0S SeX0s.
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Em 2013 no Brasil, mais de 193 mil pessoas morreram de
cancer, sendo 89.955 mulheres e 103.475 homens, figurando em quarto
lugar no ranking mundial para ambos o0s sexos. A Tabela 2 apresenta 0s
tipos de cancer e o nimero de mortes decorrentes do mesmo no ano de
2013.

Tabela 2: NUmero de mortes decorrentes dos diversos tipos de cancer no Brasil
no ano de 2013.

Mulher Homem
Tipo Mortes | Tipo Mortes
Todos 0s tipos 89.955 | Todos 0s tipos 103.475
Mama 14.204 | Pulméo 14.804
Pulmédo 9.672 | Prostata 13.770
Utero 8.800 | Estémago 9.139
Intestino 8.407 | Intestino 7.812
Figado e passagens 5.821 | Esbfago 6.202
biliares
Colo do utero 5.430 | Figado e passagens 6.050
biliares
Célon 5.119 | Labios, cavidade 5.642
oral e faringe
Estdmago 5.039 | Figado 5.010
Pancreas 4.335 | Célon 4.572
Cérebro, sistema 3.983 | Pancreas 4.373
nervoso central
Figado 3.759 | Cérebro e sistema 4.370
nervoso central
Ovdrio 3.283 | Laringe 3.635
Reto e anus 2.904 | Leucemia 3.439
Leucemia 2.877 | Reto e anus 2.816
Vesicula biliar 2.062 | Bexiga 2.542
Linfoma néo- 1.858 | Linfoma néo- 2.309
Hodgkin Hodgkin
Esbfago 1.727 | Rim 1.764
Labios, cavidade 1.499 | Mieloma multiplo 1.309
oral e faringe
Corpus uteri 1.290 | Vesicula biliar 1.040
Mieloma multiplo 1.287 | Melanoma cutaneo 903
Bexiga 1.099 | Testiculo 343
Rim 1.041 | Linfoma de Hodgkin 291
Melanoma cutaneo 644 | Tir6ide 243
Laringe 506 Nasofaringe 226
Tir6ide 459 Mesotelioma 59

Fonte: Adaptado de IARC (2013)
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O namero de mortes referentes ao melanoma cutaneo totalizou
1.547, sendo que 903 homens e 644 mulheres vieram a 6bito. Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil para 0 ano de 2016
estima-se o0 surgimento de 5.670 novos casos de melanoma, sendo
3.000 referentes ao sexo masculino e 2.670 ao sexo feminino.

Devido a sua natureza altamente agressiva, pacientes
diagnosticados com melanoma necessitam de uma combinacdo de
terapias para que as chances de sucesso no tratamento sejam maiores
(DAVEY; WESTHUIZEN; BOWDEN, 2014). Comparado a outros
tumores sélidos a incidéncia de melanoma tem aumentado nos Gltimos
anos o que torna estes dados ainda mais preocupantes (EGGERMONT;
SPATZ; ROBERT, 2014).

2.1.1  Aspectos do melanoma cutaneo

O melanoma cutdneo é originado dos melanécitos, que séo
células pigmentadas da pele com morfologia tipo dendritica que sdo
derivadas da crista neural (CHANG; KARNELL; MENCK, 1998). E
considerado o céncer de pele mais agressivo, pois apresentam alta
possibilidade de metdstase e em estdgio avancado é resistente a
guimioterapia sendo que poucas drogas sdo eficazes para o tratamento
(MAIO, 2012; EGGERMONT; SPATZ; ROBERT, 2014;
THEODOSAKIS et al., 2014).

Entre os tipos de cancer de pele o0 melanoma representa apenas
4% dos casos de neoplasias malignas, contudo este também é o
responsavel pelo maior nimero de mortes relacionadas ao 6rgédo (pele)
no cenario mundial (MAIO, 2012).

Até o ano de 2010 o tratamento para esse tipo de cancer
apresentava grande possibilidade de insucesso, uma vez que se tinha
pouco conhecimento da biologia do melanoma e os quimioterapicos
tradicionais eram pouco eficazes. Desta forma, tratamentos especificos a
este tipo de cancer vem sendo desenvolvidos e tem aumentado
drasticamente as taxas de sobrevivéncia dos pacientes (DAVEY;
WESTHUIZEN; BOWDEN, 2014).

Como referido anteriormente o melanoma é um cancer
altamente metastatico. E em um cenério geral a maioria das mortes
relacionadas ao cancer sdo devido a esta caracteristica de inatividade,
desta forma vias moleculares e celulares referentes a progressdo da
metéstase continuam a ser grande foco de estudo (POULIOT;
PEARSON; BURROWS, 2000).



33
2.1.2 Metéstase e angiogénese

Para que um tumor sélido sobreviva, cresca e propague o
fornecimento de nutrientes é necessario. Células tumorais expressam
proteinas sinalizadoras, como 0 VEGF, e estas proteinas desencadeiam
uma série de mecanismos que levam ao processo de angiogénese. Na
angiogénese as células endoteliais formam vasos sanguineos, a partir de
Vasos ja existentes, e estes vasos levam oxigénio e nutrientes através do
sangue ao tumor (SENGER et al., 1993). Em paralelo, esses vasos
sanguineos permitem que as células tumorais penetrem a parede do vaso
sanguineo e se disseminem para outras partes do corpo, processo
denominado metastase (WEIS et al., 2004).

Em suma, a metéstase é um processo complexo onde apds uma
proliferacdo desordenada as células tumorais rompem a membrana basal
invadem o sistema sanguineo ou linfatico e migram para outros tecidos
ou 6rgdos (POULIOT; PEARSON; BURROWS, 2000).

Quando se fala de angiogénese é necessario definir alguns
conceitos como por exemplo a diferenca entre a vasculogénese e a
angiogénese.

Na fase embrionaria, células mesodermais precursoras se
diferenciam a angioblastos estes por sua vez geram o sistema de vasos
primarios que apés remodelamento formam o sistema vascular, processo
esse denominado vasculogénese (RISAU, 1997). Angiogénese, além de
fazer parte do remodelamento na fase embrionaria est4 presente na fase
adulta, podendo estar associado a um efeito fisiolégico natural ou a uma
doenca (CARMELIET, 2003; ADAIR; MONTANI, 2011).

Este processo, denominado angiogénese, consiste basicamente
no brotamento, formacdo, estabilizacdo e maturacdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos ja existentes (CARMELIET, 2003). Células
endoteliais denominadas células tip sdo responsaveis por orientar o
processo de brotamento, fazendo uma leitura do ambiente, estas células
possuem uma morfologia especifica apresentando-se na forma de uma
extensdo filopodial (KURZ et al., 1996). Seguindo as células tip estdo as
células denominadas stalk, estas células por sua vez séo proliferativas e
atuam na construcdo do broto vascular (BETZ et al.,, 2016). O
brotamento e formacdo dos vasos sanguineos ocorre rapidamente, ao
longo do tempo esse processo desacelera até chegar em equilibrio
ocorrendo entdo a maturacdo (KORN; AUGUSTIN, 2015). Os vasos
sanguineos depois de formados continuam ligados ao vaso sanguineo ao
qual foram gerados (BETZ et al., 2016).
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2.2 UTILIZACAO DE PLANTAS MEDICINAIS

A medicina tradicional de varias culturas baseia-se na utilizagéo
de plantas para o tratamento de vérias doengas (SAFE; KASIAPPAN,
2016). Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) cerca de 80%
da populacdo mundial faz uso de medicamentos derivados de plantas.

Plantas do género Aloe tém sido utilizadas por geragcdes em
todo o mundo devido as suas importantes propriedades farmacoldgicas
(ALGIERI et al., 2015; HUSSAIN et al., 2015), apresentando efeitos
tais como: laxativo (BOZZl et al., 2007), anti-inflamatdrio
(VIJAYALAKSHMI et al., 2012), antioxidante (MIRANDA et al.,
2009), antiprotozoario (DUTTA et al., 2007), antimicrobiano (HABEEB
et al., 2007) e antitumoral (LEE et al., 2014).

Aloe barbadensis Miller atualmente é o tipo de Aloe mais
utilizado em todo mundo, devido a sua robustez, alta producédo de folhas
e elevada concentracdo de principios ativos, quando comparado a outras
espécies do mesmo género (CHINCHILLA et al., 2013).

2.2.1  Aloe barbadensis Miller

Segundo regras internacionais de nomenclatura botanica, Aloe
vera (L.) Burm. f. € o nome legitimo da espécie, sendo conhecida e
referenciada em artigos e livros principalmente como Aloe barbadensis
Miller (OMS, 1999). Taxonomicamente, Aloe barbadensis Miller € uma
das diversas espécies pertencentes ao género Aloe , que por sua vez é
pertencente & familia aloeaceae (REYNOLDS, 2004).

A Figura 1 mostra uma planta da Aloe barbadensis Miller,
descrita por Grindlay e Reynolds (1986) como uma planta arbustiva que
possui de 15 a 30 folhas, disposta em forma de roseta, com comprimento
variando entre 30 a 60 cm e largura entre 7 a 8 cm. Estes arbustos
possuem folhas verdes tlrgidas que se estreitam da base para o apice
apresentando também rebordos espinhosos.
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Figura 1: Foto tirada de uma planta da Aloe barbadensis Miller na cidade de
Paulo Lopes —SC, na plantacdo pertencente a empresa Naturama. A
aproximacao apresenta um corte da folha onde pode-se observar o parénquima
clorofiliano e o parénquima de reserva.

Parénquima
de reserva

Parénquima
clorofiliano

7Vr,

Fonte: Desenvolvida pelo autor.

As folhas da Aloe barbadensis Miller apresentam uma camada
externa de casca verde, denominada de parénquima clorofiliano e uma
interna, denominado parénquima de reserva (Figura 1). A face superior
de suas folhas apresenta uma superficie concava enquanto a face inferior
uma superficie convexa (PINTO, 2012).

2.2.2  Extrato do parénquima clorofiliano (EPC)

Quando as folhas da Aloe sdo cortadas ou quebradas liberam
um liquido de cor amarela que aparece com um exsudato, esse liquido
tem sabor amargo, consisténcia leitosa e um cheiro forte e desagradavel
(FANALLI et al., 2010). Neste trabalho este exsudato é denominado
extrato do parénquima clorofiliano (EPC), seguindo a nomenclatura
utilizada por outros autores (CAMPESTRINI, 2007; BERTI, 2008;
PINTO, 2012). Outros autores também denominam este liquido como:
exsudato amarelo da folha (PAEZ et al., 2000), exsudado amarelo
amargo (ZHONG et al., 2015), acibar (MIRANDA et al., 2009), seiva
amarela (DEY; BERA; CHAKRABARTY, 2015) entre outros.O EPC é
produzido por células excretoras dos mesofilos que estdo localizadas
logo abaixo da epiderme das folhas (CHINCHILLA et al., 2013). Sua
composi¢do quimica conhecida é rica em compostos fendlicos do tipo
antronas, cromonas e antraquinonas assim como seus derivados
(CHINCHILLA et al., 2013). O EPC possui elevado teor dos isdmeros
aloina A e B, aloesina, aloeresina, possuindo também em menor
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guantidade aloe emodina, aloinosideo, entre outros. (REYNOLDS,
1985; SALEEM et al., 1997; SACCU; BOGONI; PROCIDA, 2001;
CHINCHILLA et al., 2013).

O EPC apresenta aplicacdo farmacolégica como agente
catértico e também aplicacdo industrial sendo utilizado como agente de
amargor em bebidas alcodlicas (SACCU; BOGONI; PROCIDA, 2001).
Pesquisas mostram também outras finalidades para o extrato, uma vez
gue apresenta uma rica composi¢do de compostos bioativos.

Dutta e colaboradores (2007) observaram que o exsudato da
Aloe barbadensis Miller apresenta atividade leishmanicida em diversas
espécies de protozoarios causadores de leishmaniose cutanea,
mucocuténea e visceral.

Extratos provenientes de oito espécies da Aloe, incluindo da
Aloe barbadensis Miller apresentaram atividade anti-inflamatoria
significante em modelos in vivo de ratos apds administragdo oral. Em
paralelo utilizando-se modelo in vivo de ratos diabéticos a cicatrizacdo
de feridas foi acelerada ap6s aplicacdo tdpica destes extratos (EL
SAYED et al., 2016).

Ensaios in vitro demostraram que em altas concentragdes o EPC
apresentou atividade antiproliferativa em linhagem de células
melanoma, enquanto ensaio in vivo demostraram que 0 mesmo
promoveu a formacdo de vasos sanguineos iniciais (vasculogénese) no
ensaio da membrana vitelinica, promovendo também a angiogénese no
ensaio da membrana corioalantéica (BERTI, 2008).

Estudos demonstram que metabdlitos isolados do EPC, como
aloina, aloe emodina, aloesina e emodina, apresentam importantes
propriedades farmacoldgicas, como atividade catartica, anti-
inflamatoria, antibacteriana, antioxidante, promovendo também a
proliferacdo celular, entre outras propriedades (CHOI; CHUNG, 2003;
NICIFOROVIC et al., 2007; PATEL et al, 2013). Dentre estes
compostos provenientes da Aloe, a aloina e a aloe emodina ganham
enfoque uma vez que diversos estudos relacionados ao efeito destes
compostos em células tumorais e células endoteliais vem sendo
realizados (CHEN et al., 2004; CARDENAS; QUESADA; MEDINA,
2006; ESMAT; TOMASETTO; RIO, 2006; SUBOJ et al., 2012; PAN et
al., 2013; TABOLACCI et al., 2013, 2015).



37

2.2.3 Estudos relacionando aloina e aloe emodina a células
tumorais e endoteliais

Aloina é uma antrona C-glicosidica de aloe emodina (GROOM,;
REYNOLDS, 1987), presente em exsudatos de Aloe como uma mistura
de diastereoisdbmeros aloina A e B (LOGARANJAN; DEVASENA,;
PANDIAN, 2013). A aloina é sensivel a luz, ao pH e a temperatura,
podendo ser degradada & aloe emodina (SACCU; BOGONI; PROCIDA,
2001).

Estudos com aloina ou aloe emodina em vérias linhagens
celulares de cancer (MCF-7, MDA-MB-453, SK-MEL-28, A375, B16-
F10) relatam o seu efeito antiproliferativa (HUANG et al., 2013;
TABOLACCI et al., 2013, 2015), podendo influenciar o processo de
replicacdo do DNA, causando danos e inibindo o reparo do mesmo,
influenciando desta forma no processo de mitose (ESMAT;
TOMASETTO; RIO, 2006; CHEN et al., 2010a).

Estudos in vitro com células tumorais mostram que estes
compostos (aloina e aloe emodina) interferem na migracéo, invasao e
adesdo celular, (CHEN et al., 2010b; SUBOQOJ et al., 2012; TABOLACCI
et al., 2013). Somado a isso, a aloina é capaz de inibir a atividade dos
granuldcitos das metaloproteinases de matriz (MMPs) (BARRANTES;
GUINEA, 2003) enguanto a sub expressdo as MMPs foi demonstrada
pela aloe emodina (CHEN et al., 2010b; SUBQJ et al., 2012).

Além de influenciar no processo de proliferagdo celular, estudos
demonstram que tanto a aloina quanto a aloe emodina promovem a
morte celular por apoptose em linhagens de tumorais humanas (Hep G2,
H1299, A549, A375 entre outras) (KUO, PO-LIN; LIN, TA-CHEN;
LIN, 2002; ESMAT; TOMASETTO; RIO, 2006; RADOVIC et al.,
2012; LEE et al., 2014).

Estudos in vitro com células endoteliais mostraram que estes
compostos afetam a capacidade de migracdo, invasdo e formagdo do
tubo, sugerindo um efeito inibitério da aloina em vias referentes ao
processo de angiogénese (CARDENAS; QUESADA; MEDINA, 2006;
SUBOQJ et al.,, 2012; PAN et al.,, 2013). Entretanto, Berti (2008)
demostrou que a aloina padrdo estimulou a vasculogénese e angiogénese
em modelos in vivo da membrana vitelinica e membrana corioalantéica,
respectivamente, em ovos embrionados da espécie Gallus domesticus.

Baseando-se nestes relatos da literatura e nos resultados
ambiguos obtidos até o momento quanto ao efeito dos compostos
guimicos presentes no EPC no que se refere ao efeito anti/pro-
angiogénico e antitumoral; este trabalho prop6em o estudo do
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comportamento das células tumorais de melanoma e endoteliais sob o
efeito de diferentes concentracbes do EPC proveniente da Aloe

barbadensis Miller.



3 METODOLOGIA
3.1 FLUXOGRAMA DE ATIVIDADES

A Figura 2 mostra a estrutura do trabalho experimental
desenvolvido nesta dissertacdo. O extrato do parénquima clorofiliano
(EPC) usado em todos os experimentos foi obtido das folhas da planta
Aloe barbadensis Miller. A catalogacdo da planta foi realizada para
confirmar a espécie. O EPC, apds beneficiado, foi testado em diferentes
concentragcBes sob contato direto com células L-929, B16-F10, SK-
MEL-28 e HUVEC, para avaliar o seu efeito sobre o comportamento
celular. A padronizacdo do EPC foi realizada através da quantificacdo
de aloina presente no extrato total.

Figura 2: Representagdo das etapas experimentais realizadas nas execucdo deste
trabalho.
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3.2 PADRONIZAQAO DA PERCENTAGEM DE ALOINA
PRESENTE NO EPC PROVENIENTE DA PLANTA Aloe
Barbadensis MILLER

3.2.1 Catalogagdo

As folhas de Aloe barbadensis Miller foram coletadas no dia
04/10/2015 e a flores no dia 20/10/2015. A coleta foi realizada na
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fazenda pertencente a empresa Naturama — Produgdo Organica, situada
na Fazenda Cafezal na Estrada Geral Santa Rita, em Paulo Lopes —
SC, CEP: 88490-000. As amostras botanicas foram herborizadas
conforme as técnicas usuais de secagem e montagem de exsicatas
(NETO et al., 2013). Folhas e flores foram acondicionadas em Iaminas
de papel, prensadas e secadas em estufa com circulacdo de ar a 25 °C.
As flores ficaram em estufa por 7 dias, enquanto as folhas
permaneceram por 14 dias, ap6s as mesmas foram catalogadas e
depositadas no herbario do Departamento de Botéanica da Universidade
Federal de Santa Catarina — FLOR.

3.2.2  Extrato do parénquima clorofiliano (EPC)

A extracdo do extrato do parénquima clorofiliano (EPC) foi
realizada no local da coleta das folhas que, apds cortadas em sua base,
foram acondicionadas na vertical e pela acdo da gravidade o EPC foi
retirado. O EPC foi entéo imediatamente armazenado em frasco &mbar e
acondicionado para ndo sofrer influéncia tanto da luz quanto da
temperatura. A coleta foi realizada no dia 22/06/2015, a temperatura de
26°C, na fazenda pertencente a empresa Naturama — Producédo
Organica, situada na Fazenda Cafezal na Estrada Geral Santa Rita, em
Paulo Lopes - SC, CEP: 88490-000.

No Laboratério de Tecnologias Integradas (InteLab) -
EQA/UFSC, o EPC foi transferido do frasco &mbar para um tubo falcon
de 50 mL, congelado a -80 °C em ultrafreezer (Nuaire, EUA) por 24
horas, em seguida liofilizado (Liofilizador - Liotop, Brasil) ha
temperatura de -50 °C e pressdo menor que 300 umHg, durante 48 horas
e armazenado em geladeira a 4 °C ao abrigo da luz.

3.2.3  Andlise quantitativa de aloina no extrato do parénquima
clorofiliano (EPC) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

3.2.3.1 Aloina

O padréo de aloina foi adquirido da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.
Essa substancia € proveniente das folhas de Aloe barbadensis Miller,
com um teor de pureza > 97%.


http://www.apontador.com.br/guia_de_ruas/sc/paulo_lopes/est-geral-santa-rita.html
http://www.apontador.com.br/local/sc/index.html
http://www.apontador.com.br/cep/88490000
http://www.apontador.com.br/guia_de_ruas/sc/paulo_lopes/est-geral-santa-rita.html
http://www.apontador.com.br/local/sc/index.html
http://www.apontador.com.br/cep/88490000
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3.2.3.2 Preparacdo das amostras e da curva padrdo

A padronizagdo do Extrato do Parénquima Clorofiliano (EPC)
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), por
meio da quantificacdo de aloina. Para isso, preparou-se uma solucdo de
1mg-mL™ de EPC e uma solucdo de 1 mg-mL™ de aloina padrio,
ambas em metanol/agua (90:10 v/v). A solugbes de EPC ficaram 2 horas
sob agitacdo, em seguida foram centrifugadas (Centurion Scientific K3
Series, EUA) por 16 min a 2000 g e o sobrenadante foi transferido para
outro frasco para posterior analise. As solucdes de aloina foram diluidas
para concentragbes de 0 a 1000 pug-mL™ e estas foram diretamente
injetadas no HPLC.

3.2.3.3 Analise de HPLC

A analise cromatografica de fase isocratica foi conduzida
utilizando-se 0 HPLC Agilent (Santa Clara, CA, EUA), acoplado com
espectrofotdmetro ultravioleta — UV, coluna C;g com comprimento de
250 mm e didmetro interno de 4,6 mm com recheio Waters X-Terra RP-
18 (4gua ligada a particulas de silica modificadas de 5 um de didmetro)
e injetor automatico com purga.

A fase movel utilizada foi acetonitrila/agua (22:78 viv), o
comprimento de onda de detecgdo foi de 220 nm e a taxa de fluxo de
1 mL-min™!, com volume de injecio e 20 UL e a temperatura da coluna
mantida a temperatura ambiente (LOGARANJAN; DEVASENA,;
PANDIAN, 2013).

3.3 CULTURA DE CELULAS

As células L-929 e B16-F10 sdo linhagens de células aderentes
da espécie de camundongo Mus musculus. L929 é um tipo de fibroblasto
isolado do tecido conjuntivo subcutaneo, areolar ou adiposo do
camundongo. B16-F10 é um melanoma espontaneo isolado de um tumor
presente na pele do camundongo. Ambas as células foram cultivadas em
placas de cultura de tecidos contendo meio Dulbecco’s modified Eagle’s
medium - DMEM (Gibco® — Invitrogen), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco® — Invitrogen), 3,7 g-L™ de bicarbonato de
sédio (Sigma — Aldrich) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco® —
Invitrogen).

A linhagem aderente SK-MEL-28 é um tipo de melanoma
proveniente da espécie Homo sapiens isolada de um tumor situado na
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pele. Esta foi cultivada em placas de cultura de tecidos contendo meio
Dulbecco’s modified Eagle’s medium - DMEM (Gibco® — Invitrogen),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco® — Invitrogen),
3,79-L" de bicarbonato de sédio (Sigma — Aldrich) e 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco® — Invitrogen).

A linhagem imortalizada de células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC) foi cultivada em placas de cultura de
tecidos contendo meio Roswell Park Memorial Institute - RPMI (Gibco®
— Invitrogen) suplementado com 1,5g-L™ de bicarbonato de sddio
(Sigma — Aldrich), 1% penicilina/streptomicina (Gibco® — Invitrogen) e
10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco® — Invitrogen).

Todas as linhagens celulares foram mantidas em estufa
(Ultrasafe, HF 212UV) com atmosfera de 5% de CO, e a temperatura de
37 °C, até atingirem confluéncia de 70 - 85%, para entdo serem
utilizadas nos experimentos.

3.4 ESTERILIZACAO E PREPARO DA SOLUCAO DO
EXTRATO DO PARENQUIMA CLOROFILIANO (EPC)

O EPC foi esterilizado por 6xido de etileno e ap6s esterilizagdo
preparou-se uma solucdo de 100 mg-mL* de EPC, em 25% de
dimetilsulféxido (DMSQO) em PBS, esta foi entdo armazenada a -20 °C.
Dilui¢Bes partindo desta solugdo foram realizadas em meio de cultura
(DMEM ou RPMI) e diretamente utilizadas nos experimentos. Meio de
cultura contendo 0,25% de DMSO e sem a presenca de EPC foi
utilizado como controle em todos 0s experimentos.

3.5 TRATAMENTO COM EPC

Em placas de 96 pocos, as linhagens de L929, B16F10, SK-
MEL-28 ¢ HUVEC foram semeadas na densidade de 2500 células por
poco, estas foram mantidas em estufa (Ultrasafe, HF 212UV) com
atmosfera de 5% de CO, e a temperatura de 37 °C por 24 horas. Apés o
meio de cultura foi removido e um novo meio de cultura contendo as
concentragdes de EPC (0, 0,1, 1, 10, 100, 250, 500, 750 e 1000 pg-mL™)
foi adicionado. Decorridos 3 dias de exposicdo das linhagens as
concentracBes testadas, foram realizados 0s ensaios de viabilidade
celular e morfologia (por microscopia de contraste de fase) nas
linhagens L1929, B16F10, SK-MEL-28 e HUVEC. O ensaio de
proliferacdo celular foi avaliado nas linhagens B16F10, SK-MEL-28 e
HUVEC.



3.5.1 Viabilidade

A viabilidade celular foi medida do ensaio de MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazdlio] (Promega, EUA), que avalia a atividade metabdlica celular.
Para isto, 0 meio foi removido e as células foram lavadas trés vezes com
tampéo fosfato-salino (PBS), entdo, 100 pL de meio de cultura (cada
linhagem com seu respectivo meio, sem adicdo de nenhuma substancia)
e 20 pL do reagente de MTS foram adicionados em cada pogo. As
células foram mantidas em estufa (Ultrasafe, HF 212UV) com atmosfera
de 5% de CO; e a temperatura de 37 °C por 2 horas. Apés, 100 pL de
sobrenadante foi transferido para outra placa de 96 pocos e foi realizada
a leitura de absorbancia. As leituras de absorbancia foram realizadas no
espectrofotdmetro (Molecular Devices, EUA) no comprimento de onda
de 490 nm.

3.5.2 Proliferacéo

A proliferacdo das células foi medida através do Kit
PicoGreen® (Promega, EUA), que mede a concentracéo de dsDNA total
das células. O meio foi removido e as células foram lavadas trés vezes
com PBS, e 100 pL agua ultrapura foi adicionado em cada poco de
cultura e as células foram mantidas em estufa a 37 °C por 1 hora. Logo
apos as células foram congeladas a -80°C em ultrafreezer (Nuaire,
EUA) e mantidas até 1 hora antes da realizagcdo com o procedimento do
Kit PicoGreen®.

Em cada pogo de placas de 96 pogos foram adicionados 28,7 pL
de amostra, 71,3 pL do reagente de quantificacdo de dsDNA
PicoGreen® e 100 pL de tampdo TE 1X (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 7,5). As amostras foram entdo incubadas no escuro por 10
min. As leituras de fluorescéncia foram realizadas no espectrofotdmetro
(Molecular Devices, EUA) com excitagdo de 480 nm e emissdo de
520 nm e comparadas com a curva de calibracdo. A curva de calibracdo
foi preparada utilizado dsSDNA de Lambda com concentra¢do variando
de 0a2pg-mL™

3.5.3 Microscopia de contraste de fase
As células foram lavadas trés vezes com PBS, em seguida

foram fixadas com uma solugdo de formaldeido 3,7%, apds as células
foram novamente lavadas trés vezes com PBS entdo mantidas em
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geladeira a 4 °C, imersas em PBS, até o dia em que as fotos foram
capturadas. As fotos foram capturadas com o auxilio de um microscépio
invertido de contrates de fase (Leica, Alemanha).

3.6 MIGRACAO

Em placas para cultura de células de 6 pocos, as linhagens de
melanoma (B16F10 e SK-MEL-28) e a linhagem de célula endotelial
(HUVEC) foram cultivadas até atingirem uma monocamada confluente.
Apos certificada a formacdo desta monocamada (por microscopia
Optica, microscépio Medilux NAO03), uma zona livre de células foi
aberta com o auxilio de uma ponteira p1000 (Kasvi, Brasil). Em
seguida, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, para remocdo de
debris celulares. Em cada pogo foi adicionado 2 mL de meio de cultura
(DMEM ou RPMI, de acordo com a célula) contendo as solugdes de
EPC com as concentracdes de 10, 100 e 250 pug-mL™ para as linhagens
de melanoma SK-MEL-28 e B16-F10 e nas concentracdes de EPC de 1,
10 e 100 pg-mL™* para a linhagem de célula endotelial HUVEC.

O acompanhamento da migracdo se deu nos tempos de 0 e 24
horas, quando as imagens das células foram capturadas utilizando o
microscopio (Nikon Eclipse Ci-L, Japdo). Os resultados da migracdo
foram expressos como percentagem de fechamento da ferida, onde foi
quantificado o quanto a ferida fechou ap6s 24 horas de tratamento com
as diferentes concentragdes de EPC.

3.7 MORFOLOGIA

Alteracbes morfologicas foram analisadas por meio da
marcacdo fluorescente de nucleo e citoplasma celular. Apés decorridos 3
dias de exposicdo das células endoteliais (HUVEC) e tumorais (B16-
F10 e SK-MEL-28) as diferentes concentragcdes EPC, as células foram
lavadas duas vezes com PBS, em seguida foram fixadas com uma
solucdo de formaldeido 3,7% e permeabilizadas com uma solucdo de
0,1% de Triton X-100. O corante Alexa Fluor 546 conjugado com
faloidina (Life Technologies Corporation, EUA) foi utilizado para
visualizacdo dos filamentos de F-actina, enquanto o ndcleo das células
foi corado com DAPI (sal dihidrocloridrico, 4’,6-diamino-2-fenilindol)
(Life Technologies Corporation, EUA). As células foram entdo
visualizadas em microscépio invertido de fluorescéncia (Leica,
Alemanha).



3.8 FORMAGCAO DE TUBOS VASCULARES

O ensaio de formacdo de tubos vasculares foi realizado em
células endoteliais (HUVEC). Para realizar o mesmo, 50 pL de Geltrex®
(Thermo Fisher Scientific) foi adicionado em cada poc¢o de uma placa de
96 pogos para cultura de células. Apds, deixou-se o gel polimerizar a
37 °C por 60 min em estufa (Ultrasafe, HF 212UV).

Células endoteliais foram adicionadas ao meio de cultura
contendo as concentracdes de 1, 10 e 100 pug-mL™ EPC, ent&0100 pL da
suspensdo celular foi adicionado em cada poco (1 x 10* células por
poco) ja contendo o Geltrex® polimerizado. As células foram incubadas
em estufa (Ultrasafe, HF 212UV) a 37 °C e 5% de CO,. Apds 24 horas
de cultivo a formacdo de tubos vasculares foi analisada qualitativamente
e (quantitativamente com o auxilio de um microscopio invertido
(Olympus, Japao). Dados referentes ao comprimento dos tubos, nimero
total de tubos, pontos de ramificacdo e area coberta foram obtidos
utilizando o software WimTube (Wimasis Image Analysis, Alemanha).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados gerados foi realizada utilizando-
se o software OriginPro 8.0. Os resultados foram expressos como
média * erro padrdo da média e comparados entre si por meio da andlise
de variancia one-way (ANOVA) e do teste de Tukey, os valores foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PADRONIZACAO DA PERCENTAGEM DE ALOINA
PRESENTE NO EXTRATO DO PARENQUIMA
CLOROFILIANO (EPC) PROVENIENTE DA PLANTA Aloe
Barbadensis MILLER

411 Catalogagdo da planta

A catalogacdo do espécime depositado no herbario do
Departamento de Botéanica da Universidade Federal de Santa Catarina —
FLOR, confirmou que a planta ao qual o EPC foi extraido era a Aloe
barbadensis Miller. A mesma encontra-se depositada no herbario sob
cédigo de localizacdo FLORO0030476. As informacbes podem ser
consultadas no link a seguir: http://goo.gl/bRofow

4.1.2 Quantificacdo de aloina

O isémero aloina B é um dos compostos majoritarios do extrato
isolado da Aloe barbadensis Miller, sendo este considerado um
fingerprinting do extrato desta planta. A porcentagem em massa seca da
aloina presente em extratos obtidos de plantas do género Aloe foi
previamente reportada, esta porcentagem pode variar de 2,5 a 34,5%,
dependendo da espécie (GROOM; REYNOLDS, 1987; PAEZ et al.,
2000; SILVA et al., 2014).

A Figura 3 mostra o cromatograma do EPC, onde o tempo de
retencdo referente os isdbmeros aloina A e aloina B foi de 10,3 e
12,4 min, respectivamente.


http://goo.gl/bRofow
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Figura 3: Cromatograma do extrato do parénquima clorofiliano (EPC)
proveniente da Aloe barbadensis Miller, apresentando os tempos de retencdo
dos isdémeros aloina A e B.
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O cromatograma apresentado na Figura 3 mostra que o EPC
possui em sua composi¢do os dois diasterecisdbmeros aloina A e B,
contudo somente a aloina B foi quantificada. Saccu e colaboradores
(2001) relatam um alto teor de aloina A e B no exsudato proveniente da
Aloe barbadensis Miller, relatando também a presenca de aloesina,
aloeresina e em menor quantidade aloe emodina, aloinosideo, entre
outros.

Com o auxilio de uma curva de calibracdo o isdbmero aloina B
foi quantificado por HPLC (Figura 4).
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Figura 4: Curva padrdo do isdbmero aloina B utilizada para quantificar o
percentual deste composto no EPC.
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A concentracéo de aloina B no extrato foi 564,5 pg-mL™, o que
indicou que no volume injetado (20 uL) temos 11,3 g, correspondendo
a 5,6% da composicéo total do EPC (200 ug-mL™).

Extratos provenientes das folhas de Aloe sdo descritos por
possuirem uma rica composi¢do em antronas, cromonas e seus derivados
como antraquinonas (GROOM; REYNOLDS, 1987; CHINCHILLA et
al., 2013). A percentagem de aloina no EPC foi de 5,6%, contudo
segundo Silva (2004) as mudangas sazonais alteram a biologia das
plantas e consequentemente a concentracdo dos metabdlitos produzidos
pela planta pode variar no decorrer do ano. O EPC utilizado neste
trabalho foi coletado no dia 22/06/2015, no inicio do inverno.
Campestrini (2007) quantificou aloina A no EPC da Aloe barbadensis
Miller em diversas épocas do ano e observou que a maior concentracéo
de aloina A foi na coleta referente ao més de julho. Contudo, a
guantidade de irradiacdo por si s6 ndo é um fator que afeta a
concentracdo de aloina produzida pela planta (PAEZ et al., 2000).
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42 CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DO PARENQUIMA
CLOROFILIANO (EPC) EM LINHAGEM PADRAO DE
FIBROBLASTOS DE CAMUNDONGO L-929 DE ACORDO
COM A 1SO 10993-5

A citotoxicidade do extrato do parénquima clorofiliano (EPC) foi
avaliada segundo a International Organization for Standardization (1ISO
10993-5 Avaliagdo bioldgica de dispositivos médicos — Parte 5: Testes
de citotoxicidade in vitro, terceira edicdo de 2009). Esta normativa prevé
avaliacdo quantitativa e qualitativa para determinar a citotoxicidade,
estas andlises foram realizadas utilizando-se uma linhagem celular
padrdo, o fibroblasto isolado de camundongo da linhagem L-929.

A andlise quantitativa da citotoxicidade foi realizada por meio
da medicdo da atividade metabdlica das células, no qual concentragdes
que geram uma reducdo maior que 30% na viabilidade celular sdo
consideradas citotoxicas. A Figura 5 mostra o efeito das crescentes
concentracBes de EPC na atividade metabdlica das células de L-929.

Figura 5: Efeito do EPC testado em diferentes concentracdes (0,1 a
1000 pg-mL ") sobre a atividade metabolica de células de L-929 ap6s 72 horas
de cultivo. Resultado expresso em média + erro padrdo de trés experimentos
independentes realizados em oito replicatas. Pontos no grafico indicados com
asterisco (*) sdo referentes a concentracbes que apresentaram valores
estatisticamente significativos (p < 0,05) em rela¢do ao controle.

140 —

*

120 * . ) +
—_~ 1 — L] B \
N
<
S L0 Ao e e 100% (controle)
] \
£ 1
= i
2 80
< 1
s
g 907 12929 N
% i L
] .
= 40
o=
= .
<« 204 -

-
()l T T 2

T T
0.1 | 10 100 1000

Extrato do parénquima clorofiliano (ug.m L'l)

Concentracdes de EPC menores que 185 ug-mL'1 apresentam
viabilidade superior a 70% ndo sendo consideradas citotoxicas pela
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ISO 10993-5. Geralmente, em compostos quimicos que apresentam
concentragBes citotoxicas define-se o valor de ICs, (concentragdo
inibitéria onde a viabilidade ou sobrevivéncia celular é reduzida em
50%). Neste estudo a concentracéo de 242 pug-mL™ de EPC apresentou a
reducdo de 50% da populacdo de células de L-929 quando comparado
com o controle.

Observando o efeito do EPC sobre a linhagem de L-929
observa-se um aumento na atividade metabdlica destas células nas
concentracBes mais baixas, sendo este valor significativo nas
concentragdes que variam de 1 a 100 ug-mL™. A partir da concentracéo
de 100 ug-mL™ um efeito de reducdo dose-dependente pode ser
observado. Na concentracdo de 250 pg-mL™ tem-se um decréscimo de
52,5 + 3,3% na atividade metabolica e na maior concentracdo testada
(1000 pug-mL™) a atividade metabélica foi 0%.

A anélise qualitativa da citotoxicidade foi realizada por meio de
observagOes morfoldgicas das células registadas através do microscépio
Leica (Alemanha) por contraste de fase. A Figura 6 apresenta as
imagens das células L-929 cultivadas com diferentes concentragdes de
EPC apds 72 horas de cultivo.

Figura 6: Imagens de microscopia de contraste de fase obtidas da linhagem de
fibroblastos de camundongo (L-929) cultivadas em diferentes concentracfes de
EPC durante 72 horas.

0 pgmL? 0,1 pgmL? 1 pgmL?! 10 pg'mL?' 100 pg-mL!

250 pg'mL? 500 pg-mL?! 750 pg-mL' 1000 pg-mL!

Nas concentracdes de 0,1 e 1 pg-mL™ nenhuma alteracio na
morfologia celular pode ser observada. Na concentragdo de 10 pg-mL™
de EPC algumas células apresentaram morfologia arredondadas. A
normativa imposta pela 1ISO regulamenta que quando menos de 20% das
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células se apresentem nesta conformacéo arredondada, a reatividade do
composto é considerada leve. As células cultivadas com 100 pg-mL™ de
EPC nédo apresentam grandes alteragdes morfoldgicas, mas uma reducédo
consideravel no nimero de células viaveis é observavel, atingindo um
valor menor que 50%, ocasionando um efeito citotoxico de leve a
moderado. Na concentragdo de 250 pg-mL™ o EPC ocasionou alteracdes
morfoldgicas e reducdo do crescimento celular (50 a 70%), sugerindo
um efeito citotoxico de ligeiro a moderado. A exposicao das células as
concentraces de 500, 750 e 1000 pg-mL™ de EPC mostrou um efeito
citotdxico grave.

43 EFEITO DO EXTRATO DO PARENQUIMA CLOROFILIANO
(EPC) EM LINHAGENS DE MELANOMA DE
CAMUNDONGO (B16-F10) E HUMANO (SK-MEL-28)

O EPC apresenta em sua composicdo aloina e aloe emodina.
Estudos com estes compostos demonstram uma promissora atividade
antitumoral (RADOVIC et al., 2012; TABOLACCI et al., 2013). Com o
objetivo de investigar o efeito combinado dos compostos presentes no
extrato em células de melanoma, ensaio in vitro de viabilidade celular,
proliferacdo, morfologia e migracéo foram realizados.

O ensaio colorimétrico de MTS avalia a viabilidade celular, este
reagente é bioreduzido pelas células a um anel de formazan. Esta
conversdo é determinada pela atividade mitocondrial de células
metabolicamente ativas sendo relacionado ao ndmero de células vivas
em cultura (SITTAMPALAM et al., 2016). Alteragdes na atividade
metabdlica das linhagens de melanoma SK-MEL-28 (humano) e B16-
F10 (camundongo) séo apresentadas na Figura 7.
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Figura 7: Atividade metabdlica da linhagem de melanoma humano SK-MEL-28
e melanoma de camundongo B16-F10, apés tratamento com EPC durante
72 horas. Resultado expresso em média + erro padrdo de trés experimentos
independentes utilizando-se oito replicatas para cada caso. Pontos no gréafico
indicados com asterisco (*) sdo referentes a concentracBes que apresentaram
valores estatisticamente significativos (p < 0,05) em relagdo ao controle.
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Ambas linhagens de melanoma testadas apresentaram
comportamento semelhante quando em contato com o EPC, o
decréscimo na atividade metabdlica de forma dose-dependente foi
observado a partir da concentracéo de 10 ug-mL™. O efeito do extrato
foi analisado estatisticamente em relacdo as células ndo tratadas
(controle) para p <0,05. As linhagens reduziram significativamente a
atividade metabélica a partir da concentracdo de 100 ug-mL™, as células
SK-MEL-28 apresentaram uma reducdo de 45+ 4,4% enquanto as
células B16-F10 reduziram a atividade metabdlica em 31,8 £ 2,5%. O
valor de ICs, obtido para SK-MEL-28 foi de 125 pg-mL™ e para B16-
F10 foi de 165 pg-mL *. A maior concentracéo testada (1000 pg-mL™)
promoveu a morte celular para ambas a linhagens de melanoma testadas.

O reagente de quantificacdo de dSDNA PicoGreen® é um
intercalante de DNA na forma de dupla fita. Quando intercalado com o
DNA, este emite uma alta fluorescéncia. A Figura 8 mostra o efeito do
EPC sobre a proliferacdo das linhagens de melanoma, avaliado pela
quantificacdo de dsDNA total.
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Figura 8: Concentracdo de dsDNA da linhagem de melanoma humano SK-
MEL-28 e melanoma de camundongo B16-F10, apds tratamento com EPC
durante 72 horas. Resultado expresso em média+erro padrdo de trés
experimentos independentes utilizando-se quatro replicatas para cada caso.
Pontos no gréafico indicados com asterisco (*) sdo referentes a concentragdes
que apresentaram valores estatisticamente significativos (p < 0,05) em relacéo

ao controle.
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Alteragdes significativas (p < 0,05, relativo ao controle) foram
observadas a partir da concentragdo de 100 ug-mL™ onde para a SK-
MEL-28 o decréscimo na concentracdo de dsDNA foi de 89,3 £ 0,6% e
para a B16-F10 foi de 84 + 0,7%. Como apresentado na Figura 8, para
células de melanoma humano SK-MEL-28, na concentracdo de
0,1 ug-mL™ de EPC ha um aumento na concentracdo de dsDNA em
relacio ao grupo controle e de maneira dose-dependente esta
concentragdo diminui com o aumento da concentracdo de EPC. Para a
linhagem de melanoma de camundongo B16-F10 nas concentragBes de
1 e 10 ug-mL™ de EPC houve um aumento na concentracdo de dsDNA
em relacdo ao grupo controle seguido por um grande decréscimo na
concentracdo de dsDNA quando as células sédo tratadas com 100 pg-mL’
! de EPC. Nas concentragdes de EPC de 250, 500, 750 e 1000 ug-mL™
0 comportamento de ambas as células foi semelhante. No presente
estudo os dados de proliferacdo mostram que em concentracbes mais
baixa de EPC as linhagens de melanoma apresentaram comportamento
distinto. Radovic e colaboradores (2012) observaram que quando
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tratadas com aloe emodina diferentes linhagens de melanoma
apresentam um comportamento distinto, sendo que na linhagem de
melanoma humano A375 a aloe emodina induziu a apoptose enquanto
gue na linhagem de melanoma de camundongo B16 a aloe emodina
induziu a diferenciacéo celular.

A reducdo na atividade metabdlica e na concentracdo de dsSDNA
(proliferagdo) sugere uma atividade antiproliferativa do EPC sobre as
linhagens de melanoma testadas em concentragGes iguais e superiores a
100 pug-mL™. Berti (2008) realizou no inteLab um estudo do efeito do
EPC sobre a viabilidade na linhagem de melanoma B16-F10, apds
tratamento a autora relata que houve o decréscimo estatisticamente
significativo na concentragdo de 100 pg-mL™, onde a viabilidade decaiu
65% em relacdo ao controle, enquanto que no presente trabalho uma
reducéo de 65% foi obtida apés o tratamento com 250 pg-mL™ de EPC,
uma concentragdo 2,5 vezes maior. Enfatizando-se que o EPC por se
tratar de um extrato apresenta uma composicdo complexa e a
concentracdo dos compostos presentes varia de acordo com a época do
ano (CAMPESTRINI, 2007; ZAPATA et al., 2013). Sugere-se que 0
efeito que este exerce sobre as células é a combinacdo de todas as partes
(componentes quimicos) o que justifica a diferenca no decréscimo da
viabilidade em uma mesma linhagem celular.

Como apresentado anteriormente o isdbmero aloina B foi
quantificado no extrato (5,6%), desta forma para a concentragdo de
100 ug-mL™* de EPC temos 5,6 pg-mL™ de aloina B. Diversos autores
relatam o efeito de aloina comercial em diversas linhagens celulares. Em
concentracdes acima de 41,8 pg-mL™ a aloina (ndo informado qual
isdbmero) apresentou efeito citotdxico em linhagem de melanoma B16-
F10 (TABOLACCI et al., 2013). Em altas concentragdes, a aloina foi
capaz também de induzir a via de apoptose em diversas linhagens
tumorais (NICIFOROVIC et al., 2007; PAN et al., 2013), sugere-se que
esta inducdo esta relacionada a expressdo da proteina p53 (LEE et al.,
2014).

Aloe emodina, outro composto isolado da Aloe (REYNOLDS
et al., 1985) é descrita por apresentar efeito antiproliferativo in vitro em
células tumorais. Na concentracdo de 8,1 pg-mL™ este composto
acarretou a inibicdo da proliferacdo da linhagem de melanoma humano
A375 (TABOLACCI et al., 2015), induzindo apoptose na concentragdo
de 10,8 ug-mL™ por meio da inibicdo da expressio da molécula
citoprotetora Bcl-2 (RADOVIC et al., 2012). Em células SK-MEL-28
aloe emodina inibiu a proliferacdo de maneira dose-dependente em
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concentracdes na ordem de 1,3 a 16,6 pg-mL™* (TABOLACCI et al.,
2015). Em células de melanoma de camundongo B16, ap0s tratamento,
aloe emodina estimulou a diferenciacdo celular, o que foi demostrado
pelo aumento da atividade de tirosinase e consequente aumento da
producdo de melanina (RADOVIC et al., 2012).

Sugere-se entdo um efeito acumulativo da aloina com estes
demais compostos presentes no EPC, como por exemplo aloe emodina,
resultando na inibicdo da proliferacdo e sobrevivéncia das células
tumorais testadas.

A fim de identificar alteracfes morfoldgicas ocasionadas pela
exposicdo ao EPC, imagens da cultura de células sob o efeito do EPC
foram capturadas por microscopia de contraste de fase e microscopia de
fluorescéncia. A Figura 9 mostra as alteragdes morfol6gicas ocasionadas
pelas crescentes concentracbes de EPC. Ambas a linhagens de
melanoma testadas, SK-MEL-28 (Figura 9 A) e B16-F10 (Figura 9 B),
apresentaram comportamento morfoldgico semelhante conforme a
concentracdo de EPC foi aumentando.
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Figura 9: Microscopia de contraste de fase de melanoma humano SK-MEL-28
(A) e melanoma de camundongo B16-F10 (B) tratadas com diferentes
concentragBes EPC durante 72 horas. A barra preta representa a escala de
50 pm.

A) SK-MEL-28 B) Bi16-F10

500 pg-mL? 250 pg-mL1 100 pg-mL? 10 pg-mL! 0 pg-mL?

750 pg-mL?

Apbs tratamento com 10 pug-mL™ de EPC nenhuma alteracéo de
morfologia foi observada, as células tratadas e as do grupo controle
apresentaram morfologia poligonal, tipica destas linhagens celulares,
como observado por Radovic e colaboradores (2012). Filopddios séo
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projetadas das células para as células vizinhas fazendo uma conexao
célula-célula. Em ambas as linhagens de melanoma, as células tratadas
com 250 ug-mL™ de EPC apresentam um acUmulo de granulos por
entorno de todo o citoesqueleto e sua morfologia é alterada de poligonal
para estrela dendritica e algumas células apresentam uma conformacéo
disforme. As caracteristicas observadas nas células tratadas com
250 pug-mL™" de EPC se repetem nas células tratadas com 500 pg-mL™
de EPC, contudo a quantidade de células & muito menor. A concentracéo
de 750 pg-mL™* de EPC resultou na morte das células para ambas as
linhagens celulares.

As diferencas morfoldgicas observadas na Figura 9 por
microscopia de contraste de fase foram melhor investigadas por
microscopia de fluorescéncia. A Figura 10 mostra as alteragdes
morfoldgicas ocasionadas pelo tratamento com EPC nas concentragdes
de 10, 100 e 250 pg-mL™. O corante Alexa Fluor 546 conjugado com
faloidina permitiu a visualizacdo da distribui¢cdo dos filamentos de F-
actina por todo o citoesqueleto enquanto o corante DAPI permitiu a
visualiza¢do do ndcleo das células.
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Figura 10: Microscopia de fluorescéncia de melanoma humano SK-MEL-28 (A
e B) e melanoma de camundongo B16-F10 (C e D) expostas ao EPC por 72
horas. Os filamentos de F-actina foram corados com Alexa Fluor 546 conjugado
com faloidina (imagens A e C) enquanto o nlcleo foi corado com DAPI
(imagens B e D). A barra branca representa a escala de 50 pm.

SK-MEL-28

0 pg-mL1 10 pg-mL1! 100 pg-mL1! 250 pg-mL!

A)

B16-F10

0 pg-mL1! 10 pg-mL! 100 pg-mL1! 250 pg-mL!

%)

D)

25 pm

Analisando-se as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia
observa-se que assim como no grupo controle as células de melanoma
tratadas com na 10 ug-mL™* de EPC apresentam a morfologia
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poligonal e ndo ha pontos de alta fluorescéncia, 0 que sugere que as
fibras de actina estdo bem distribuidas por todo o citoesqueleto.
Também se percebe a presenca de filopddios projetadas das células para
as células vizinhas. Na concentracdo de 100 pg-mL™ de EPC ambas as
células tumorais comecam a apresentar alteracBes morfoldgicas que
ficam mais evidentes quando se observa as células tratadas com
250 pg-mL* de EPC. Nestas concentragfes pode-se observar a presenca
de pontos de alta intensidade de fluorescéncia na membrana plasmatica,
indicados pelas setas amarelas nas Figura 10 A e C. Tabolacci e
colaboradores (2010) também observaram pontos com alta intensidade
de fluorescéncia nos dendritos e na membrana plasmatica de células de
melanoma B16-F10 e atribuiram esse fenbmeno a uma reorganizacdo
das fibras de actina do citoesqueleto. Além destes pontos de alta
fluorescéncia atribuidos a uma reorganizacdo do citoesqueleto, as
células apresentaram alteragBes em sua morfologia, de poligonal para
estrela dendritica ocorrendo também a indugdo do crescimento de
filamentos tipo dendritos (Figura 10 A e C). Nenhuma alteracdo nos
nucleos das células tumorais pode ser observada em todas as
concentracBes testadas, conforme é apresentado nas imagens da Figura
10BeC.

O efeito do EPC sobre a migracdo das células tumorais foi
avaliado pelo ensaio conhecido como ensaio da cicatrizacdo da ferida
(wound healing assay). As concentracdes de 10, 100 e 250 pg-mL™
foram escolhidas para a realizagdo deste ensaio. A concentra¢fes de 100
e 250 pg-mL™ foram escolhidas pois apresentaram efeito significativo
de inibicdo sobre viabilidade e proliferacio celular e 10 pg-mL™ foi
escolhida com intuito de verificar se o EPC interfere na migrac&o celular
em baixas concentracBes. A Figura 11 mostra o efeito do EPC sobre a
migracao de células de melanoma humano SK-MEL-28.
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Figura 11: Efeito das diferentes concentragcbes de EPC sobre a migracdo de
células de melanoma humano SK-MEL-28. A) Imagens da migracédo das células
SK-MEL-28 ap6s 24 horas da abertura da ferida. B) Migracdo das células
(expressa em percentagem) em relacdo ao tempo inicial, o resultado foi
expresso em médiaxerro padrdo de dois experimentos independentes
realizados em triplicatas. Pontos no grafico indicados com asterisco (*) sdo
referentes a concentracbes que apresentaram valores estatisticamente
significativos com p < 0,05.
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A Figura 11 A mostra imagens capturadas das células de SK-

MEL-28 apbs 24 horas de exposi¢do as diferentes concentracdes de
EPC, comparando-as com a area inicial da ferida, todas as concentragdes
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testadas de EPC apresentaram efeito de inibicdo da migragdo. Como
apresentado na Figura 11 B as células de SK-MEL-28 sem tratamento
apresentaram um fechamento de 57,8 + 3,4% da area ferida, enquanto
para as células de SK-MEL-28 tratadas com 10, 100 e 250 pg-mL™ este
fechamento foi de 48 + 1,3, 29,7 £ 0,9 e 24,8 + 0,9%, respectivamente.
Comparado com o grupo controle todas as concentragbes de EPC
inibiram significativamente a migracdo de SK-MEL-28. Quase todas as
concentracBes testadas apresentam diferengas significativas entre si,
somente quando se aumentou a concentracdes de 100 e 250 ug-mL™ a
percentagem de migracdo ndo apresentou resultado significativo,
sugerindo-se que o efeito de inibicdo se estabiliza entre essas duas
concentragdes.

A Figura 12 mostra o efeito do EPC sobre a migracéo de células
de melanoma de camundongo B16-F10.
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Figura 12: Efeito das concentracfes de EPC sobre a migracdo de células de
melanoma de camundongo B16-F10. A) Imagens da migragdo das células B16-
F10 apds 24 horas da abertura da ferida. B) Migragdo das células (expressa em
percentagem) em relacdo ao tempo inicial, o resultado foi expresso em
média + erro padrdo de dois experimentos independentes realizados em
triplicatas. Pontos no gréafico indicados com asterisco (*) sdo referentes a
concentragcdes que apresentaram valores estatisticamente significativos com
p < 0,05.
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Todas as concentraces testadas de EPC apresentaram efeito de
inibicdo na migracdo de células de melanoma B16-F10 ap6s de
tratamento (Figura 12 A). A células B16-F10 ndo expostas ao EPC
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apresentaram um fechamento de 57 + 1,2% da area ferida. A capacidade
de migracdo foi reduzida significativamente para 51,3 =1,5%,
49,7+ 1,4% e 38,7 +0,6% quando as células foram tratadas com 10,
100 e 250 ug-mL™* de EPC, respectivamente (Figura 12 B). Com
excecdo de quando se compara as concentracdes de 10 e 100 pg-mL™,
todas as demais concentragdes de EPC apresentaram efeito significativo
de inibicdo da migracdo em si.

A Tabela 3 mostra um comparativo do resultado de migracdo
entre 0 melanoma B1-F10 e o SK-MEL-28. O EPC foi capaz de inibir a
migracdo de ambas as células tumorais (SK-MEL-28 e B16-F10)
mesmo na menor concentragdo testada. Em concentragfes mais altas
(100 e 250 ug-mL™) o EPC mostrou ser mais eficaz na inibicdo da
migracdo das células de melanoma humano SK-MEL-28.

Tabela 3: Comparativo da inibicdo da migracdo entre as duas linhagens de
melanoma B16-F10 e SK-MEL-28 apds 24 horas de tratamento com as
diferentes concentragdes de EPC.

Concentragéo Migragéo de Migracao de Relacgéo (migragéo
de EPC B16-F10 SK-MEL-28 B16-F10/migracéo
(ng-mL™) (%) (%) SK-MEL-28)
0 570+1,1 57,8+3,4 0,99
10 513+£15 48+1.3 1,07
100 49+14 29,7+0,9 1,65
250 38,7+0,6 248+0,8 1,56

Fazendo uma relagéo da migracdo do melanoma B16-F10 e SK-
MEL-28 observa-se que na concentracdo de 100 pg-mL™ de EPC a
migracdo foi 1,65 vezes maior que para as células de B16-F10. Na
concentracdo de 250 pg-mL™ de EPC a migracéo foi 1,56 vezes maior
para as células de B16-F10. Este comparativo mostra que o EPC
apresenta uma maior especificidade em inibir a migracdo de melanoma
humano SK-MEL-28, uma vez que as células ndo tratadas e tratadas
com 10 pg-mL™ de EPC apresentam valores semelhantes de migracio
celular.
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4.4  EFEITO DO EXTRATO DO PARENQUIMA CLOROFILIANO
(EPC) EM CELULAS ENDOTELIAIS DE VEIA UMBILICAL
HUMANA (HUVEC)

Para que o tumor principal se desenvolva € necessario um
suprimento de sangue para suas necessidades metabdlicas
(CHAMBERS; GROOM; MACDONALD, 2002). Células tumorais
expressdo VEGF o que desencadeia uma rede de vias de sinaliza¢do que
promovem a angiogénese (SUBOJ et al., 2012). O brotamento e a
formacéo de novos vasos (a partir de vasos existentes) promove ao
tumor a capacidade de sobrevivéncia e crescimento, adicionalmente
possibilita uma rota de escape para estas células (SOOD; FLETCHER;
HENDRIX, 2002), mostrando a importancia da angiogénese tanto para a
sobrevivéncia do tumor como para o processo de metastase. Desta
forma, avaliou-se a influéncia do EPC sobre a atividade metabdlica,
proliferacdo, morfologia, migragdo e formacdo de tubos vasculares por
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC).

A Figura 13 mostra as alteracfes na atividade metabolica em
células endoteliais ap6s tratadas com diferentes concentragGes de EPC.
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Figura 13: Atividade metabdlica de células endoteliais de veia umbilical
humana (HUVECS) apds 72 horas de tratamento com diferentes concentragdes
de EPC. Resultado expresso em média + erro padrdo de trés experimentos
independentes utilizando-se oito replicatas para cada caso. Pontos no gréafico
indicados com asterisco (*) sdo referentes a concentragfes que apresentaram
valores estatisticamente significativos (p < 0,05) em relagéo ao controle.
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As concentracdes de 0,1, 1 e 10pug-mL" de EPC ndo
apresentaram nenhum efeito sobre as células endoteliais, nem de
estimulo nem de inibi¢&o. Decréscimo significativo (p < 0,05 em relacéo
ao controle) da atividade metabdlica de HUVECs pode ser observado
em concentracdes de EPC partindo de 100 pg-mL™, nesta concentrac&o
a atividade metabdlica decaiu 39,5 £ 1,6%. O valor de ICs, obtido para o
EPC em células endoteliais foi de 127 ug-mL™. As células endoteliais
quando expostas & concentragdes superiores a 500 pg-mL™ de EPC néo
sobreviveram (Figura 13).

A Figura 14 apresenta o efeito do EPC sobre a proliferacdo de
células endoteliais, esta proliferacdo foi avaliada pela quantificacdo de
dsDNA total.
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Figura 14: Concentracdo de dsDNA de células endoteliais de veia umbilical
humana (HUVECs) ap6s tratamento com EPC durante 72 horas. Resultado
expresso em médiaterro padrdo de trés experimentos independentes
utilizando-se quatro replicatas para cada caso. Pontos no grafico indicados com
asterisco (*) sdo referentes a concentracbes que apresentaram valores
estatisticamente significativos (p < 0,05) em relagéo ao controle.
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Decréscimo significativo na concentracdo de dsDNA pode ser
observado a partir da concentragdo de 10 pg-mL™ de EPC, onde a
reducdo da proliferacdo celular foi de 15,8 + 1,6%, ja na concentracdo
de 100 pg-mL™ este efeito foi mais expressivo (67,5 + 1,8%) e
corroborando com o resultado do ensaio de viabilidade celular em
concentragdes superiores a 500 ug-mL'1 ocorreu a morte de todas as
celulas (Figura 14).

Concentracdes superiores a 100 pg-mL™ de EPC ocasionaram
uma grande reducdo na viabilidade e prolifera%éo das células tratadas,
esta concentragdo corresponde a 5,6 ug-mL™ de aloina B. Pan e
colaboradores (2013) demonstraram que exposi¢do de HUVECs a aloina
comercial resultou em uma reducdo na atividade metabdlica de 57 e
48% para contragdes de 25,1 e 33,5 ug-mL'l, respetivamente. Um
estudo com aloe emodina mostrou efeito desta na proliferacdo de células
endoteliais de maneira dose-dependente (SUBQOJ et al., 2012).



68

Para a realizagdo dos experimentos de microscopia de
fluorescéncia, migracdo e formacdo de tubos vasculares foram
escolhidas as concentracdes de 1, 10 e 100 ug-mL™* de EPC. A
concentracdo de 1 ug-mL™ foi utilizada com o intuito de avaliar o efeito
em baixas concentracbes do extrato, mesmo que a concentracdo de
10 ug-mL™ ndo tenha apresentado efeito sobre a viabilidade celular esta
apresentou efeito sobre a proliferacdo das células endoteliais e a
concentracdo de 100 pg-mL™ uma vez que esta apresentou efeito de
decréscimo sobre a viabilidade e proliferacdo das HUVECs.

Microscopia de contraste de fase foi realizada a fim de
identificar alteragBes morfoldgicas ocasionadas pelo tratamento das
HUVECs com diferentes concentracGes de EPC, conforme apresentado
na Figura 15.
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Figura 15: Imagens obtidas por microscopia de contraste de fase de HUVECs
cultivadas com a diferentes concentragdes de EPC durante 72 horas. A barra
preta representa a escala de 100 pum.

0 pg'mL!

As células expostas as concentracdes de 1 e 10 pug-mL™ nio
apresentaram alteracfes morfol6gicas quando comparadas ao grupo
controle, apresentaram morfologia tipica de células endoteliais. Nas
concentracdes de 100 e 250 pg-mL™ alteracdes podem ser observadas
em relagdo a conformacgéo do citoesqueleto que esta arranjado de forma
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irregular, corroborando com os resultados de atividade metabdlica e
concentragdo de dsDNA, na concentracdo de 500 pg-mL™* as HUVECs
ndo sobreviveram (Figura 15).

Os resultados obtidos pela microscopia de contraste de fase
(Figura 15) foram melhor investigados por microscopio de fluorescéncia
(Figura 16). O corante Alexa Fluor 546 conjugado com faloidina
permitiu a visualizacdo da distribuicdo dos filamentos de F-actina por
todo o citoesqueleto enquanto DAPI permitiu a visualizacdo do ndcleo
das células.
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Figura 16: Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de células
endoteliais cultivadas em diferentes concentragdes de EPC durante 72 horas.
(A) filamentos de F-actina foram corados com Alexa Fluor 546 conjugado com
faloidina. (B) Nucleos foram corados com DAPI. A barra branca representa a
escala de 50 pm.
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Células endoteliais cultivadas com 1ug-mL* de EPC
apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes ao controle, com
fibras de estresse bem distribuidas por todo o citoesqueleto e o0s
filamentos de filopddios estdo projetados por todo o perimetro das
células fazendo conexdes célula-célula. Células endoteliais tratadas com
10 ug-mL™* de EPC ndo apresentam alteracdes na conformacéo do
citoesqueleto, observa-se também a presenca dos filamentos de
filopodios projetados por todo o perimetro das células fazendo a
conexao entre as mesmas, porém pode-se observar um inicio de retracdo
das fibras de estresse, o que fica mais evidente na concentracdo de
100 pg-mL™* de EPC. Nesta concentraco, além da retracéo das fibras de
estresse pode-se observar uma retragdo dos filopddios. Como
apresentado na Figura 16 B ndo se pode observar mudanca no ndcleo
das células em funcdo das concentragdes testadas.

A migracédo de células endoteliais ¢ amplamente estudada, uma
vez que esta € associada a uma das etapas da angiogénese e pode ocorrer
por diversas vias (BETZ et al., 2016). Com o intuito de avaliar o efeito
do EPC sobre a migracdo de células endoteliais o ensaio de cicatrizacdo
da ferida foi realizado. A Figura 17 mostra o efeito de diferentes
concentraces do EPC sobre a migracdo das células endoteliais
humanas.
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Figura 17: Efeito das concentragBes de EPC sobre a migracdo de HUVECs. A)
Imagens da migracdo das células HUVEC ap6s 24 horas da abertura da ferida.
B) Migracdo das células (expressa em percentagem) em relagdo ao tempo
inicial, o resultado expresso em média * erro padrdo de dois experimentos
independentes realizados em triplicatas. Pontos no grafico indicados com
asterisco (*) sdo referentes a concentragfes que apresentaram valores
estatisticamente significativos com p < 0,05.

HUVEC
A)

Migracao (%)

0 1 10 100

Extrato do parénquima clorofiliano (pg.mL'l)

Comparando-se com as células ndo expostas ao EPC
(fechamento da érea ferida de 82,2 + 1,3%) a capacidade de migracéo
diminuiu significativamente, uma vez que nas concentracdes de 1, 10 e
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100 pg-mL™* apresentaram um percentual de fechamento da area de
66,9 + 1,3%, 60,7 £ 2,1% e 53,3 + 2,6%, respectivamente (Figura 17 B).
Entre as concentracdes de 1 e 10 ug-mL™ ndo houve diferenca
significativa na migracdo das células, porém entre as demais
concentracdes as diferencas foram significativas.

O EPC promoveu a inibigdo in vitro da capacidade migratoria
das HUVECs (Figura 17), esta inibicdo pdde ser observada até na menor
concentracdo de EPC testada. O EPC apresenta em sua composicao
5,6% de aloina B, o que representa para concentragdes testadas de 1, 10
e 100 pug-mL™ concentragdes de aloina B de 0,056, 0,56 e 5,6 ug-mL™
respectivamente. Estudos mostram que a aloina comercial promoveu
inibicdo da migracdo de HUVECs em concentragBes de partindo de
2 pug-mL™* (PAN et al., 2013), enquanto aloe emodina na concentrac&o
de 5,4 pg-mL™ também foi capaz de inibir a migracéo e invaséo de
células endoteliais (SUBOJ et al., 2012).

Para que o processo de angiogénese por brotamento ocorra, as
etapas de degradacdo proteolitica da matriz extracelular seguido pela
motilidade quimiotatica de células endoteliais vasculares e por fim a
migracdo, sdo de extrema importancia (RISAU, 1997; PAN et al., 2013).
ApoOs estas etapas 0 processo de brotamento ocorre rapidamente e de
maneira coordenada e direcional (CARMELIET, 2003). A organizacdo
de células endoteliais em uma rede tridimensional de tubos é o passo
final da angiogénese. Desta forma, foi realizado o ensaio de formacéo de
tubos vasculares para investigar o efeito do EPC sobre as células
endoteliais quanto a capacidade de formag&o e inibi¢do de tubulogénese.
A Figura 18 mostra que apés 24 horas de tratamento das células
endoteliais com diferentes concentragcbes de EPC ocorreu inibicdo da
formacéo de tubos.
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Figura 18: Efeito das diferentes concentraces de EPC sobre a formacdo de
tubos vasculares. Rede de tubos vasculares formada apés 24 horas de exposicao
a diferentes concentracdes de EPC em um aumento de 4x (A) e 20x (B). A
barra preta representa a escala de 200 um (A) e 50 um (B).
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As células endoteliais que ndo foram expostas ao EPC e as
células endoteliais tratadas a concentracbes de 1 e 10 pug-mL™*
apresentaram uma rede de tubos bem definida, o que ndo foi observado
na concentracdio de 100 pg-mL' (Figural8 A), porém nas
concentracdes de 10 e 100 pug-mL™* pontos de brotamento foram
identificados (Figura 18 B). A exposicao a altas concentracdes de EPC
retarda o processo de formacdo de tubos in vitro, mas observou-se a
presenca de brotos vasculares nestas condigdes.
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As imagens obtidas dos tubos formados apds 24 horas de
tratamento com diferentes concentracfes de EPC (Figura 18 A) foram
analisadas e os parametros area coberta, comprimento total dos tubos,
pontos de ramificagdo e nimero total de tubos foram obtidos e
apresentados na Figura 19.

Figura 19: Parametros obtidos da andlise da rede de tubos formada apds 24
horas de exposigio de HUVECs a diferentes concentracbes de EPC. A) Area
coberta, B) Comprimento total dos tubos, C) Pontos de ramificacdo e D)
NUmero total de tubos. Resultado expresso em média+ SEM de dois
experimentos independentes realizados em triplicatas. Pontos no grafico
indicados com asterisco (*) sdo referentes a concentragcdes que apresentaram
valores estatisticamente significativos (p < 0,05) em relagdo ao controle.
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Todos os pardmetros medidos: area coberta (Figura 19 A),
comprimento total dos tubos (Figura 19 B), pontos de ramificacdo
(Figura 19 C) e numero total de tubos (Figura 19 D) apresentaram
decréscimo significativo (p <0,05) na maior concentracdo de EPC
testada (100 pg-mL™). Pode-se observar também que o nimero de
pontos de ramificacdo decai de O para 1 pg-mL™, porém este valor de



77

decréscimo ndo foi considerado significativo quando 0 para 10 pg-mL™*
de EPC foi utilizado (Figura 19 C), a mesma tendéncia foi observada
para o nimero total de tubos (Figura 19 D).

PAN e colaboradores (2013) observaram que a concetracdo de
8,4 ug-mL™* de aloina foi capaz de inibir a formacéo de tubos in vitro.
aloe emodina, por sua vez, capaz de inibir a formacdo de tubos na
concentracdo de 5,4 pg-mL™* (SUBOJ et al., 2012). Neste trabalho, a
concentracdo de 100 pug-mL™ de EPC claramente inibiu a formacéo in
vitro de tubos vasculares, esta concentracdo de EPC corresponde a uma
concentracdo de aloina B de 5,6 pg-mL”, porém como dito
anteriormente o efeito do EPC sobre as células é resultante de todos os
compostos presentes no mesmo. Estudos in vivo realizados no inteLab
em ovos embrionados da espécie Gallus domesticus demonstraram que
0 EPC estimulou a vasculogénese no intervalo de concentragdes de 80 e
160 ug-mL™* e a angiogénese no intervalo de concentracio entre 80 e
320 ug-mL* (BERTI, 2008). Esta diferenca nos resultados pode ser
atribuida a duas variaveis, a primeira é a variabilidade na concentracéo
dos compostos presentes no EPC e a segunda é a diferenca no
microambiente do ensaio in vitro para o ensaio in vivo.

45 RESUMO COMPARATIVO DOS RESULTADOS OBTIDOS
PARAS CELULAS TESTADAS NO PRESENTE TRABALHO

451 Atividade metabolica

Segundo resultados da atividade metabdlica em fibroblastos de
camundongo da linhagem L-929 a concentracéo citotéxica de EPC, onde
hd uma reducdo maior que 30% da viabilidade celular, foi de
185 ug-mL™* e o valor de ICs foi de 242 pg-mL™ (item 4.2).
Comparando estas concentracBes com as concentraces referentes ao
valor de IC5y de ambas as linhagens de melanoma testadas, para SK-
MEL-28 a concentracdo foi 125 ug-mL'1 de EPC e B16-F10 a
concentracdo foi 165 pg-mL™ de EPC, percebe-se que o EPC apresenta
um efeito mais nocivo sobre a atividade metabolica em linhagens de
melanoma (item 4.3). O valor de ICs, obtido para as células endoteliais
(HUVEC) foi de 127 pg-mL™, semelhante ao obtido do melanoma
humano SK-MEL-28 (item 4.4).
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45.2 Proliferagdo

Os resultados do ensaio de proliferacdo, mediados por meio da
percentagem de dsDNA, mostram que quando tratadas com a
concentragdo de 10 pg-mL™ de EPC as células apresentam percentagem
de dsDNA de 107% para 0 melanoma B16-F10, 90% para o melanoma
SK-MEL-28 e 84% para as células endoteliais HUVEC, sendo somente
0 resultado de decréscimo da HUVEC estatisticamente significativo em
relagdo ao controle. J4 quando tratadas com 100 pg-mL™ de EPC as
células apresentam o resultado de percentagem de dsDNA de 16% para
B16-F10, de 11% para SK-MEL-28 e 32% para HUVEC, mostrando
que apesar de concentragcdes mais baixas 0 EPC apresentaram um maior
efeito de decréscimo em células HUVEC, estas apresentam uma maior
concentracdo de dsDNA em concentragfes mais altas de EPC, quando
comparadas as duas linhagens de melanoma testadas.

45.3 Morfologia

Em linhagens de melanoma (SK-MEL-28 e B16-F10) uma
reorganizagdo do citoesqueleto (visualizada pelos pontos de alta
fluorescéncia) é observada em concentracdes superiores a 100 pug-mL™
(item 4.3). Em células endoteliais observa-se a retragdo de fibras de
estresse em concentrages superiores a 10 pg-mL™ (item 4.4).

454 Migracéo

Tanta para a HUVEC (concentragdes testadas de 1, 10 e
100 ug-mL™* de EPC) quanto para as linhagens de melanoma
(concentraco testadas de 10, 100 e 250 pg-mL™ de EPC) tem-se uma
inibicdo da migracdo, até nas menores concentragdes testadas, mesmo as
gue ndo apresentaram efeito sobre a atividade metabolica ou
proliferacdo celular (item 4.3 e 4.4). Contudo, quando se compara as
duas linhagens de melanoma (SK-MEL-28 e B16-F10) o EPC se mostra
mais eficaz em inibir a migragdo do melanoma humano SK-MEL-28
(item 4.3).



5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

51 CONCLUSOES

Plantas sdo um importante objeto de estudo, uma vez que estas
sintetizam uma infinidade de compostos bioativos. Estes compostos
podem ser utilizados de forma bruta ou purificados, desta forma torna-se
interessante estudar o efeito destes sobre as células. A catalogacdo da
planta permitiu confirmar que o EPC é proveniente da Aloe barbadensis
Miller, enquanto a analise de HPLC permitiu a padronizacdo do EPC,
sendo a percentagem de aloina B no mesmo de 5,6%.

Por meio de uma analise quantitativa e uma qualitativa pode-se
verificar faixas de concentracdo citotéxicas do EPC (em linhagem L-
929), sendo que, para concentragdes superiores a 185 pg-mL™ o mesmo
foi citotoxico.

O efeito do EPC sobre a atividade metabdlica e a morfologia
celular mostrou-se semelhante nas duas linhagens de melanoma
testadas, contudo no ensaio de proliferacdo celular, em baixas
concentracdes (0, 1 a 10 pg-mL™), o tratamento com EPC resultou em
um comportamento distinto entre estas linhagens (B16-F10 e SK-MEL-
28). A concentracao citotoxica (ICsog) em linhagens de L-929 é maior do
gue em ambas as linhagens de melanoma testadas (SK-MEL-28 e B16-
F10), mostrando que o este apresenta um efeito mais nocivo para as
linhagens de melanoma. O EPC inibiu a migragdo celular para ambas as
linhagens de melanoma em todas as concentragfes testadas. Entretanto,
nas maiores concentracdes (100 e 250 ug-mL™) este se mostrou mais
eficaz para as células de melanoma humano SK-MEL-28. O EPC inibiu
a migracdo celular em todas as concentragdes testadas, mesmo em
concentracdo que ndo apresentaram efeito significativo na atividade
metabdlica e proliferacdo (1 ug-mL™).

A formagcéo de tubos em células endoteliais também foi inibida
na maior concentracdo testada (100 pg-mL™), contudo mais estudos
devem ser realizados, j& que ainda se observa a formacdo de brotos
vasculares nas concentrages de 10 e 100 ug-mL™ de EPC.



80

5.2 PERSPECTIVAS

Para continuidade deste trabalho, sugere-se explorar 0s seguintes

aspectos:
°

Caracterizar o EPC, realizando primeiramente uma analise
de HPLC-MS para identificar e confirmar a presenga de
outros compostos presentes e em seguida quantifica-los por
andlise de HPLC.

Analisar a expressdo de genes de células de melanoma
associados a mecanismos de migracdo, como as
metaloproteinases de matriz, e outras proteinas/enzimas
relacionadas a morte celular, como o gene p53.

Realizar estudos in vivo em modelo de camundongo para
avaliar o efeito do EPC sobre a sobrevivéncia e proliferacéo
do tumor.

Utilizar outros modelos in vivo como o zebrafish para
avaliar o efeito do EPC sobre a angiogénese.

Avaliar o efeito do EPC em modelo tumoral 3D.
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