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1. Abstract

Aloe vera (Aloe barbadensis Miller), popularly known in Brazil as “babosa”,
has a long history of use as medicinal plant for different therapeutic purposes.
The components of the plant extract are present in various products of human
use, mainly for nutritional and cosmetics purposes. However, some studies
suggest that this extract might also have carcinogenic activity. The aloe vera
extract is a complex mixture of bioactive compounds. The study of isolated
compounds may contribute to elucidate contradictory results about the effects
related to the consumption of the plant, as well as their mechanisms of action.
One of the most important compound from Aloe vera is aloe-emodin, which is a
secondary metabolite generated in the intestinal tract. Putative antimicrobial
and antitumor effects were previously attributed to aloe-emodin. Although the
exposure of urothelial cells to aloe-emodin was already reported in the
literature, only one study showed its effects on urothelial cells, suggesting that
aloe-emodin inhibits the viability of T24 cancer cells due to apoptosis induction.
Since there is no sufficient information about the effects of aloe-emodin on
urothelial cells, and low efficiency in the treatment of bladder cancer currently,
the present study aims to evaluate the hypothesis that the treatment with aloe-
emodin could impact the behavior of other urothelial cell lines in vitro.
Therefore, the in vitro IC50 exposure of aloe-emodin to human immortalized
neoplastic urothelial cells will be determinated in order to verify possible
differences in the behavior of urothelial cells in vitro treated with aloe-emodin in
comparison with untreated cells. Furthermore, differences between cell lines will

be also evaluated.
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2.Resumo

A aloe vera (Aloe barbadensis Miller), popularmente conhecida como
“babosa”, tem um longo histérico de uso como planta medicinal para diversos
fins terapéuticos. Componentes do extrato da planta estdo presentes em
diversos produtos para consumo humano, principalmente nutricionais e da area
cosmética. Entretanto, alguns estudos sugerem que o extrato dessa planta
possui também atividade cancerigena. O extrato da aloe vera € uma mistura
complexa de compostos bioativos. O estudo de seus compostos isolados pode
auxiliar na elucidacdo de resultados contraditérios em relacdo aos efeitos
decorrentes do consumo da planta, bem como seus mecanismos de acdao.
Dentre esses compostos destaca-se o aloe-emodin, metabdlito secundario
formado no trato intestinal e que tem sido relacionado com as supostas
propriedades antimicrobianas e antitumorais atribuidas ao consumo da planta.
Ainda que a exposicdo de células uroteliais ao aloe-emodin ja tenha sido
proposta na literatura, apenas um estudo identificado avaliou seus efeitos em
células uroteliais, sugerindo que o aloe-emodin inibe a viabilidade de células
neoplasicas T24 ao induzir sua apoptose. Tendo em vista a escassez de
informacdes sobre os efeitos do aloe-emodin em células uroteliais, e a
dificuldade encontrada para tratamento do cancer de bexiga, o presente estudo
visa avaliar a hip6tese de que o tratamento com aloe-emodin modifica o
comportamento de outras linhagens de células uroteliais cultivadas in vitro.
Para tanto sera determinado a IC50 de exposicao in vitro de aloe-emodin para
linhagem de células uroteliais humanas neoplésicas imortalizadas de modo a

se verificar eventuais diferencas no comportamento in vitro de células uroteliais
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tratadas com aloe-emodin em relacdo as células ndo tratadas, bem como

diferencas entre as linhagens estudadas.
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3.Introducéo

3.1 O Céancer de Bexiga

A partir dos anos 1960 tem se observado mudancas no perfil das
enfermidades que acometem populacfes humanas. Doencas infecciosas e
parasitarias deixaram de ser a principal causa de morte, sendo substituidas
pelas doencas do aparelho circulatério e pelas neoplasias. A progressiva
ascensdo da incidéncia e da mortalidade por doengas cronico-
degenerativas tem como principal fator o envelhecimento da populacao,
resultado do intenso processo de urbanizacao e das a¢des de promogéao e
recuperacdo da saudel. Nesse cenario, os canceres tém se tornado um
problema de salude publica cada vez mais relevante, em particular nas
ultimas décadas.

O cancer de bexiga ocupa a quarta posicdo no ocidente dentre as
neoplasias malignas mais comuns. Nos EUA e na Europa, representa 5-
10% de todas as neoplasias que afetam os homens. Independentemente da
etnia, os homens tem de 3 a 4 vezes mais riscos de desenvolver essa
cancer de bexiga em relacdo as mulheres, sendo que a maior parte dos
casos € diagnosticada a partir dos 65 anos de idade. Por outro lado,
individuos negros sdo menos propensos a desenvolver cancer de bexiga do
gue os caucasianos, por razées desconhecidas?. No Brasil, esse tipo de
cancer ocupa a 72 e 102 posicdo de incidéncia em homens e mulheres,
respectivamente?,

Estruturalmente, a bexiga de mamiferos se caracteriza por ser um 0rgao
0co, cuja parede é constituida das camadas serosa, muscular, submucosa,

mucosa muscular e lamina prépria, tendo a superficie interna recoberta por
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uma camada de células epiteliais transicionais de origem endodermal®.
Essa camada interna de células estd altamente sujeita a acdo de
substancias presentes na urina, cancerigenas ou ndo. Em virtude da acao
potencial de substancias com acdo cancerigena, é de se esperar que as
células do revestimento urotelial possam eventualmente originar tumores.
Cerca de 90% dos canceres na bexiga sdo carcinomas de células
transicionais, com os 10% restantes compreendendo carcinomas de células
escamosas, adenocarcinomas, carcinomas de pequenas células e, mais
raramente, tumores derivados do mesénquima.

A recorréncia tumoral é um fendbmeno frequente para o carcinoma
urotelial de bexiga. Aproximadamente 70% dos pacientes com tumores
superficiais tém recorréncias, sendo que 10% a 20% progridem para
invasdo muscular®. Sabe-se que o comportamento clinico do carcinoma de
células transicionais esta relacionado ao acumulo de alteracbes genéticas
nas células transformadas’. Andlises genéticas tém mostrado que
alteracdes nos protoncogenes RAS (RAS p21l protein activator - GTPase
activating protein — 1 — RASA1) e erb-B2 (v-erb-b2 avian erythroblastic
leukemia viral oncogene homolog 2 — ERBB2), o gene supressor tumoral
TP53 (Tumor protein p53 — TP53) e receptor de fator de crescimento
epidermal (epidermal growth factor receptor - EGFR) s&o os mais
importantes marcadores prognésticos para o cancer de bexiga®.
Adicionalmente, carcinomas de células transicionais de baixo e alto grau se
distinguem geneticamente, dentre outras caracteristicas, pela perda de 99 e

alteracdes no cromossomo 17 (onde se localiza TP53), respectivamente®.

18



Avaliacéo dos efeitos de aloe-emodin em células uroteliais cultivadas in vitro

Desde 1954 o cancer de bexiga tem sido relacionado a exposicao
ocupacional, o que pode ser notado pela relacdo entre a exposicdo a
aminas aromaticas e o aumento da frequéncia desse cancer em
trabalhadores das industrias de tinta, téxtil e de borracha'®. Acredita-se que
0s metabdlitos formados a partir da biotransformacdo destas aminas no
figado sdo excretados na urina, deixando um ambiente mais &cido na
bexiga. Esse excesso de acidez, em conjunto com os metabdlitos, leva a
formacdo de grande quantidade de um ion aril nitrénio, altamente reativo e
mutagénico; este, em contato com a parede epitelial, ocasiona elevacdo da
proliferagdo celular, de modo a atuar tanto como agente iniciador como
promotor. Como as aminas aromaticas podem ser inativadas por acetilagéo,
individuos com perfil metabdélico de mau acetiladores sdo mais susceptiveis
ao desenvolvimento de cancer de bexigall.

Uma variedade de agentes quimicos, incluindo substéancias distribuidas
no ambiente, tém sido associadas a aumento de risco para
desenvolvimento do cancer de bexiga. Estima-se que 20-25% da populacao
masculina nos EUA desenvolvem a doenca como resultado de exposi¢céo
ocupacional. Entretanto, o tabagismo é considerado o principal fator de
risco para o desenvolvimento do cancer de bexiga, o que foi associado ao
elevado nivel de aminas aromaticas presentes no tabaco, principalmente a
4-aminobifenilal?.

O sintoma mais comum do cancer de bexiga é hematuria indolor, notada
em 85% dos pacientes!s. Atualmente, as melhores formas de diagnoéstico
disponiveis sdo a citologia urinaria e procedimentos de imagens da

bexigal4, como raio-X, tomografia e citoscopia.
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Apesar dos avancos nas terapias para tratamento dos pacientes, as
técnicas realmente efetivas continuam sendo as cirurgias endoscépicas
para retirada do tumor'®>. Para evitar as recorréncias dos carcinomas de
células transicionais, 0 paciente pode ser submetido a quimioterapia, que
inclui, normalmente, os compostos cisplatina e gencitabinal®. A eficacia da
guimioterapia pode ser ampliada com terapias complementares, como a
administracdo conjunta de outras drogas e terapia intravesical. A mais
terapia intravesical mais difundida € a inoculagéo do bacilo Calmette-Guérin
(BCG), que promovem intensa resposta inflamatoria local ao aderirem na
parede da bexiga, favorecendo o ataque imunologico as células

neoplasicas'’.

A despeito dos tratamentos empregados, a taxa de sobrevivéncia dos
pacientes em estagio avancado da doenca é muito baixa. Adicionalmente, o
longo periodo de acompanhamento para tratamento do cancer vesical torna
0 custo dessa doenca um dos mais elevados em relacdo a outros tipos de
canceres!®. A resisténcia a drogas antineoplasicas, seu efeito téxico e a
recorréncia tumoral em curto prazo permanecem entre 0S maiores
obstaculos no combate do cancer de bexigal®. Por essa razdo, ha grande
necessidade de se estudar novas abordagens terapéuticas e tratamentos

suplementares contra essa doenca.
3.2 Uso de plantas no tratamento de neoplasias e outras doencas

As plantas tém sido utilizadas no tratamento de doencas ao longo da
histéria. Ha arquivos sumérios que relatam o uso de plantas com
propriedades medicinais h&d 5.000 anos, e evidéncias arqueoldgicas

sugerem que o uso é ainda mais remoto?°. Um marco importante do uso de
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plantas na saude humana foi a descoberta da aspirina em 1897, um
sintético do acido salicilico, composto ativo da casca do salgueiro. Desde
entdo as plantas sdo intensamente estudadas na perspectiva de
identificacdo de novos compostos com propriedades terapéuticas??.
Aproximadamente 11% das 252 drogas consideradas basicas e essenciais
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sdo de origem natural,

evidenciando a contribuicdo das plantas no tratamento de doencgas??.

Devido a diversidade de ecossistemas no Brasil, diversas espécies de
plantas potencialmente medicinais podem ser encontradas no pais. O uso
popular de muitas dessas plantas para fins terapéuticos é parte da cultura
do pais. Dentre as plantas mais utilizadas na medicina tradicional brasileira
estd o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), utilizado como relaxante
muscular, para tratamentos de asma, problemas cardiacos, e como
fortalecedor de meméria. A arruda (Ruta graveolens L.) é utilizada para
tratamento de dores de cdlicas menstruais, dores de cabeca e de
estbmago, além de ser empregada com fins abortivos. Ao picao-preto
(Bidens pilosa L.) sao atribuidos efeitos anti-inflamatérios, anti-
hiperglicémicos, e cicatrizantes, e o boldo (Plectranthus barbatus Andr.)

apresenta propriedades analgésicas e antidispépticas.

Digno de nota, dentre as 25 plantas mais utilizadas no pais estdo duas
espécies do género Aloe, popularmente conhecida como “babosa”: a Aloe
barbadensis Miller e a Aloe arborensis Miller. Ambas se destacam pelos
potenciais efeitos anti-inflamatorios, antimicrobianos e pro-cicatrizantes, de
modo que sao muito utilizadas na area cosmética e no tratamento de feridas

e queimaduras?:.
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Apesar de difundido o uso dessas plantas, notadamente na forma de
consumo de chas e outros preparados para administracdo via oral (e.g.,
“‘garrafadas”), muitas das propriedades popularizadas ndo possuem
comprovacao cientifica. Adicionalmente, a auséncia de estudos de
toxicidade faz com que a alta exposicdo a esses compostos possa oferecer
riscos a saude. De fato, os efeitos adversos do uso dessas plantas sao
frequentemente desconhecidos da populacdo e podem ser graves: o
alecrim, por exemplo, pode causar irritagdes gastrointestinais, de pele e

aborto quando administrado em altas doses?*.

Ha um longo histérico do uso de plantas para o tratamento de canceres,
com mais de 3.000 espécies estudadas?®. Em 1960 o Instituto Nacional do
Céncer dos Estados Unidos (National Cancer Institute - NCI) iniciou um
programa para avaliacdo de plantas com possivel efeito terapéutico, com
foco em espécies de regidbes temperadas. Esse programa propiciou
avaliacao clinica e pré-clinica de compostos destas plantas, possibilitando a
descoberta de novos principios ativos com atividade citotOxica e
antitumoral, potencialmente Uteis para o tratamento de neoplasias
malignas?®.

Os primeiros agentes antitumorais de origem natural a avancarem para o
uso clinico foram a vinblastina e a vincristina, isoladas da Catharanthus
roseus G. Don. Ambos se mostraram eficientes no tratamento de leucemia
linfoide em ratos?’. Subsequentemente muitos outros compostos e seus
derivados passaram a ser utilizados para melhorar a eficacia dos
tratamentos quimioterapicos. A podofilotoxina, isolada das espécies

pertencentes ao género Podophyllum, tem histérico no tratamento de
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canceres de pele e verrugas, como as causadas pelo HPV. Posteriormente
0s seus derivados sintéticos etoposide e o teniposide passaram também a
serem empregados no tratamento de linfomas, canceres testiculares e
bronquicos?®.

Substéncias da classe dos taxanes foram mais recentemente
adicionados a lista de agentes quimioterapicos derivados de plantas. O
paclitaxol foi inicialmente isolado de espécies do género Taxus e apresenta
muitos derivados, como o docetaxol. O primeiro € usado no tratamento de
carcinomas de mama, ovario e de pulméo, além de ter se mostrado efetivo
contra o sarcoma de Kaposi. O docetaxol, por sua vez, é usado contra
carcinomas de mama e de pulm&o?. Outros agentes importantes sdo 0s
derivados da camptotecina (isolada da Camptotheca acuminata Decne),
como o tepotecano, usado no tratamento de carcinomas de ovario e de
pulmdo, e o irinotecano, usado para tratamento de cancer colorretal®0. H&4
ainda a homoharringtonina, isolada da Cephalotaxus harringtonia, e o
eliptinio, derivado da elipticina, isolada de varias espécies da familia
Apocynaceae. A primeira é usada no tratamento de leucemias mieloides,
enquanto o segundo é usado no cancer de mamas.

Enquanto esses compostos citados ja sdo reconhecidos e empregados
como drogas para tratamento oncoldgico, outros com propriedades
antineoplasicas promissoras encontram-se em fase de estudos para tentar
elucidacdo de seus efeitos e respectivos mecanismos de a¢do, de modo a
se identificar as atividades que podem ser realmente atribuidas ao
composto, sua eficacia e seguranca para uso. Nesse sentido encontram-se

ainda em estudo os acidos triterpenoides, que apresentaram propriedades
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antitumoral in vivo e in vitro contra diversos canceres, como o de mama, de
ovario, de pancreas e leucemias®. Mais recentemente foi descoberto o B-
lapacone, que também apresentou atividade contra varias linhagens
celulares cancerigenas, incluindo canceres de mama e prostata e
leucemias. Esse composto em particular mostrou-se promissor por atuar em
células malignas resistentes a multiplas drogas, inibindo a fosfatase Cdc25
(cell division cycle 25C — CDC25C) e desfosforilando enzimas importantes
na progressdo do ciclo celular, impedindo a proliferacdo de células
neoplasicas®:.

Assim, as plantas oferecem oportunidade para a descoberta de novas
drogas que podem auxiliar no tratamento dos canceres e outras doencas.
Adicionalmente a busca pelos mecanismos de acdo dos compostos de
moléculas isoladas das plantas, podem contribuir com a identificacdo de
novas proteinas e consequente desenvolvimento de agentes tumorais mais
especificos e seletivos3*.

Geralmente sao requeridos de 20 a 30 anos para uma droga ser
desenvolvida e empregada clinicamente e um grande nimero de agentes
séo excluidos em virtude de eficicia insuficiente e/ou toxicidade inaceitavel.
Por outro lado, plantas com supostas propriedades medicinais
frequentemente sdo a Unica alternativa disponivel para algumas
comunidades e grupos étnicos da populacdo que carecem de acesso a

informacéo e tratamentos médicos convencionais®.

Por essa razéo, € habitual a comercializacéo de plantas ditas medicinais
em feiras livres e mercados populares por todo o pais, além de seu cultivo

em domicilios. Entretanto, o uso indevido dessas plantas ocasiona
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exposicao potencialmente perigosa a saude dos individuos. Assim sendo,
estudos sistematicos sobre as propriedades das plantas utilizadas pela
populacdo sdo requeridos para se reconhecer os fitoterapicos seguros a
populacdo e, ao mesmo tempo, propiciar a identificacdo de novos

compostos Uteis para tratamento de doencas humanas, incluindo canceres.

3.3. Uso de ensaios in vitro na pesquisa em cancer de bexiga

A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem
como seus mecanismos de acédo, vem sendo um dos maiores desafios para
as diferentes areas da pesquisa. As plantas contém inimeros constituintes
e seus extratos, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos
entre os diferentes principios ativos devido a presenca de compostos de
classes ou estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade®¢. No
estudo da atividade biolégica de extratos vegetais € importante a selecéo de
bioensaios para a deteccdo do efeito especifico. Os sistemas de ensaio
devem ser simples, sensiveis e reprodutiveis. Assim, os estudos in vitro
tornam-se ferramentas fundamentais ndo apenas para o entendimento da
génese e desenvolvimento de diversas doencas, mas, também, para a
observacdo dos efeitos primarios de tratamento utilizando um composto
especifico®’.

Ha poucos avancgos recentes relacionados ao tratamento do cancer
de bexiga, até agora, a cirurgia continua sendo o Unico método curativo
para esta doenca. Adicionalmente, quimioterapias baseadas na combinacéo
de medicamentos com a cisplatina para os estagios mais avancados nao
sao totalmente eficazes, oferecendo apenas um aumento da sobrevivéncia

em até 5 anos. O céancer de bexiga mostra-se altamente resistente a
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guimioterapias, assim, um aumento no entendimento da biologia molecular
desta doenca e identificacdo de novos alvos terapéuticos efetivos é
essencial. Enquanto ha varios compostos com uma atividade antitumoral
promissora, deve-se tomar cautela em quais modelos escolher para testa-
los e garantir que possuem relevancia para tratamento da doenca em
humanos. Assim como em outras doencas, muito estudos ainda estdo em
andamento para tentar elucidar as vias moleculares importantes que levam
a tumorigénese e progressdo do cancer de bexiga®. No entanto, estudos
pré-clinicos completos sdo necessarios para identificar novos alvos
terapéuticos e permitir o desenvolvimento de agentes antitumorais
adequados.

Um grande numero de linhagens celulares estdo disponiveis com
diferentes alteracdes genéticas e morfologicas. A maioria dos estudos que
utilizam linhagens celulares in vitro de carcinoma urotelial sdo conduzidos
com seu crescimento em monocamadas apoiadas em um plastico para
cultura estéril. No entanto, mesmo simples e econdmico, esta técnica possui
limitacdes. Por exemplo, as linhagens celulares estabelecidas para uso in
vitro podem apresentar comportamentos metabolicos e farmacocinéticos
diferentes do tecido cancerigeno. Adicionalmente, mesmo utilizando
sistemas tridimensionais que fazem uso de cultura com matrigel e podem
fornecer um modelo in vitro fisiologicamente mais relevante para a dinamica
e 0 ambiente tumoral, € preciso reconhecer que 0s tumores em si Sao
envoltos por suporte mesenquimal, elementos vasculares, matriz
extracelular e outros tipos celulares que podem favorecer seu

crescimento®®.
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Nos ensaios podem ser utilizadas as células uroteliais “normais”
imortalizadas, que representam uma forma de controle importante na
pesquisa desta doenca e proporcionam uma oportunidade de se avaliar a
carcinogénese in vitro. Adicionalmente, quando estas células imortalizadas
sdo tratadas com cancerigenos, sub-linhagens com tumorigenicidade
aumentada sao criadas. Mesmo reconhecendo as limitagdes do modelo
para pesquisa, essas linhagens sado uteis como controle “normal” ou
benigno, ou para estudar alteracdes genéticas e morfolégicas.

Muitas linhagens celulares originadas de carcinomas uroteliais de
alto grau/estagio avancado também estdo disponiveis para estudo. Estas
células variam em morfologia, mutacdes/delecdes, caracteristicas epiteliais
e mesenquimais, padrdo de crescimento, e outras caracteristicas como o
potencial invasivo e metastatico. Quando uma linhagem celular com
comportamento cancerigeno € escolhida, é essencial que seja levado em
consideracdo as vantagens e desvantagens do modelo**.

A atividade citotoxica das drogas estabelecida em cultura de células
tumorais pode ser avaliada através de métodos de observacao de variagdes
da morfologia celular, da viabilidade celular, e do metabolismo celular apos
tratamento*?. Reconhecendo as limitacdes dos ensaios in vitro, mesmo
assim, ainda sao utilizados como ferramentas essenciais de avaliacdo das
alteracdes moleculares em estudos e dos efeitos pioneiros que as células
sofrem quando em contato com o0 composto estudado.

3.4. Importancia da Aloe vera em uso para tratamentos terapéuticos

A aloe vera L. (nome dado por Carl Von Linne em 1720, sendo

atualmente referida como Aloe barbadensis Miller), popularmente conhecida
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como babosa, é uma planta pertencente a familia Liliaceae*® e também, a
espécie mais conhecida dentre as plantas suculentas do género Aloe**. H&
mais de 3.500 anos plantas deste género sdo empregadas pelo homem
para tratar ou prevenir diferentes doencas, e como jaA mencionado
anteriormente, estdo entre as 25 espécies mais utilizadas no Brasil pela
populacdo em geral para estes fins, ou seja, a exposicdo sem fiscalizacao

adequada é intensa.

Embora pouco se saiba sobre sua eficacia terapéutica e modo de
acdo, essa espécie vegetal tem uso difundido na forma de chas e as
chamadas “garrafadas”. Adicionalmente, compostos da planta estdo em
varios produtos de consumo humano, notadamente produtos nutricionais
(e.g., para emagrecimento e suplementos alimentares), cosméticos (e.g.,

sabonetes, xampus) e unguentos.

7

A folha da aloe vera é composta principalmente de agua (99,0%-
99,5%); o material sélido restante (0,5%-1,0%) contém aproximadamente
75 diferentes compostos potencialmente bioativos, incluindo vitaminas,
minerais, enzimas, polissacarideos simples e complexos, compostos
fendlicos, e acidos organicos*. As propriedades nutricionais e terapéuticas
tém sido principalmente atribuidas aos polissacarideos presentes no extrato

da folha desta planta®®.

Varios estudos indicam que compostos da aloe vera podem acelerar a
cicatrizagcdo e a deposi¢cdo de matriz extracelular, justificando seu uso para
o tratamento de feridas, queimaduras e na area cosmética. Sugere-se
também que o emprego de aloe vera pode ser benéfico no diabetes, em

virtude de acado anti-hiperglicémica pela ativacdo da producao de insulina e
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estimulacdo da expressao de genes relacionados ao metabolismo hepatico
da glicose e lipideos?*’. Outras propriedades ja descritas, tanto em estudos
in vivo quanto em estudos in vitro, incluem acéo antiviral*®, antibacteriana“,
antifingica®, anti-inflamatéria®, pré-cicatrizante®, antioxidante® e

laxativa®?.

A despeito dos efeitos potencialmente benéficos do uso de aloe vera,
ha relatos de toxicidade hepatica humana pelo consumo da planta®®.
Recentemente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu
no Brasil a comercializacdo de alimentos que contenham o extrato da aloe
vera. De acordo com seu Informe Técnico n°47 (de 16/Nov/2011),(...) ndo
h& estudos toxicolégicos adequados ou com resultados suficientes para
comprovar a seguranca do uso oral da substancia na categoria de novos
alimentos”. Assim, a autorizacdo de comercializagdo de produtos com aloe

vera esta limitada a produtos de uso topico®®.

A necessidade de estudos adicionais sobre a planta € também
indicada pela agéncia norte-americana de Administracdo de Drogas e
Alimentos (U.S. Food and Drug Administration - FDA)*>’ e pelo Instituto
Nacional do Cancer dos EUA (National Cancer Institute - NCI). Por essa
razao, e considerando grande exposicdo humana, nos EUA foi exigido que
a aloe fosse submetida a avaliagdo no Programa Nacional de Toxicologia
(NTP).

Os resultados obtidos pelo NTP sugerem que determinados
componentes da planta podem induzir o aparecimento de tumores®. Em
ratos F344/N, a ingestdo de diferentes doses do extrato aquoso da planta

por dois anos provocou o desenvolvimento de adenomas e carcinomas do
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intestino grosso (NTP, 2011). Em ratos F344/N e em camundongos B6C3F1
foi observado aumento da incidéncia de hiperplasia na mucosa coldnica®®.
Esses resultados sugerem que componentes da aloe vera tém propriedades
irritantes da mucosa intestinal para as espécies de roedores utilizadas, e

cancerigenas para o intestino grosso de ratos.

Em estudos com células de linfoma de ratos L5178Y, observou-se que
as antraquinonas presentes no extrato da planta podem competir com sitios
de ligacao da topoisomerase Il ao DNA ou interagir com a mesma, de modo
a inibir sua agdo e eventualmente ocasionar quebras cromossdmicas®®. Em
tempo, a ingestdo do gel da aloe vera por ratos durante 5,5 meses resultou
em diminuicdo na concentracdo sérica do paratormdnio e da calcitonina,
indicando efeito potencial no metabolismo do célcio®’. Em camundongos
albinos Swiss, 0 extrato da aloe vera apresentou a maior toxicidade oral

(DL50 = 120,65 mg/kg) dentre 21 plantas testadas®.

O extrato da aloe vera é uma mistura complexa de compostos bioativos.
Esse extrato pode variar em termos de composi¢ao e concentracao de seus
compostos, de acordo com clima, pH e minerais existentes no solo, etc.,
fazendo com que seus efeitos e intensidades possam ser diferentes. Assim,
0 estudo de compostos isolados do extrato de aloe vera pode auxiliar na
elucidacao dos efeitos relacionados ao consumo da planta (quer sejam eles
terapéuticos ou toxicos), bem como seus mecanismos de acdo. Dentre os
compostos da aloe vera mais estudados destaca-se o0 aloe-emodin, que tem
sido relacionado com as possiveis acdes antimicrobianas e antitumorais da

planta.
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3.5. O Aloe-emodin como uma droga antitumoral em potencial

Em contraposicdo aos dados de potencial cancerigeno previamente
mencionados, o aloe-emodin (1,8-dehidro-3-[hidroximetil]-antraquinona) é
um composto pertencente ao grupo das antraquinonas®, sendo também um
dos componentes da aloe vera que tem sido avaliado em relagdo a uma
possivel acdo antineoplasica. Além das propriedades terapéuticas descritas
para esses compostos como atividades antifingica, antibacteriana, antiviral
e laxativas, destacam-se os efeitos antitumorais® para as antraquinonas,
incluindo o aloe-emodin, comumente associado a inducédo de morte celular
por apoptose® de forma dose-dependente®®6’. Este grupo de compostos
bioativos naturais adicionalmente sdo encontrados em outras plantas com
uso em medicina tradicional difundido na populacdo, como a sena (Senna
alexandrina Mill), a portulaca (Portulaca oleracea L.) e na ruibarbo (Rheum

palmatum L.)8,

A formacédo do aloe-emodin ocorre a partir da quebra da ligagao B-C-
glicosil de duas antraquinonas livres presentes no extrato da aloe vera
(aloin A e aloin B), por meio de sua hidrélise pela flora bacteriana intestinal
de humanos e mais. A capacidade das antraquinonas em serem absorvidas
no intestino delgado parece ser determinante para seu potencial
toxicolégico®®.

O mecanismo mais estudado para o suposto efeito antitumoral relatado
para o aloe-emodin é a inibicdo do crescimento celular, descrito em
diferentes linhagens cancerigenas cultivadas in vitro. Foi relatado que as
linhagens SVG e U-373MG de glioma apresentam elevada sensibilidade ao

composto, diminuindo sua viabilidade quando tratadas como aloe-emodin.
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Um outro estudo feito com células epiteliais brénquicas transformadas
demonstrou que o aloe-emodin é 25 vezes mais citotoxico nestas células
em comparacdo com células normais’t. Adicionalmente, o composto
demonstrou ser mais citotoxico em linhagens de carcinoma de células
escamosas orais e tumores de glandula salivar do que contra fibroblastos
gengivais normais’?, sugerindo uma efetividade maior em células
neoplasicas. A seletividade do aloe-emodin para células tumorais pode ser
por meio de um processo de incorporacdo do composto mediado por
receptores nestas células, proporcionando 0 acesso as estruturas

intracelulares.

Ha evidéncias de que o aloe-emodin possui atividade estrogénica e
modula a proliferacdo de células de cancer de mama, atuando no receptor
de estrogeno a (estrogen receptor 1 - ESR1) de modo analogo a um
fitoestrogeno’. Adicionalmente, o composto modulou a proliferacéo celular
de células humanas leucémicas U93774 e células PC3 de cancer de
prostata’™ de forma dose-dependente, além de reduzir a proliferacdo de

células de tumores neuroectodermais’®.

Outra propriedade ja descrita para o aloe-emodin é a sua capacidade
de interromper o ciclo celular nas células cancerigenas. Nas células
normais que se dividem ativamente, sabe-se que a passagem de uma fase
para outra do ciclo celular é controlada por fatores de regulacdo - de modo
geral protéicos — que atuam nos chamados pontos de checagem do ciclo
celular. Dentre essas proteinas, se destacam as ciclinas, que controlam a
passagem da fase G1 para a fase S e da G2 para a mitose. Se em algumas

dessas fases houver alguma anomalia, por exemplo, algum dano no DNA, o
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ciclo é interrompido até que o defeito seja reparado e o ciclo celular possa
continuar. Caso contrario, a célula é conduzida a morte celular por
apoptose. Outro ponto de checagem é o da mitose, promovendo a
distribuicdo correta dos cromossomos pelas células-filhas. Em resumo, o
ciclo celular esta sob controle de diversos genes e o resultado é a producéo
e diferenciacéo das células. Os pontos de checagem correspondem, assim,

a mecanismos que impedem a formacao de células anémalas.

A origem das células cancerigenas estd associada a problemas na
regulacdo do ciclo celular. Alteracbes do funcionamento de genes
controladores do ciclo celular, em decorréncia de mutacbes, sao
relacionados ao surgimento de um tumor. Duas classes de genes, os proto-
oncogenes (como o RAS e MYC - v-myc avian myelocytomatosis viral
oncogene homolog) e os genes supressores de tumor (como o TP53 e Rb -
retinoblastoma 1 — RB1) sdo os mais diretamente relacionados a regulacéo
do ciclo celular. Os proto-oncogenes sdo responsaveis pela produgédo de
proteinas que atuam na estimulacdo do ciclo celular, enquanto os genes
supressores de tumor sdo responsaveis pela producdo de proteinas que

atuam inibindo o ciclo celular’’.

Assim, umas das abordagens mais importantes para as quimioterapias
€ inibir a progresséo do ciclo celular em células tumorais. J& foram descritos
efeitos do aloe-emodin atuando na interrupgédo do ciclo celular nas fases
G2/M em varias linhagens cancerigenas, relacionada com aumento da
expressdo das proteinas p53 e p21, que sao regulatérias do ciclo. Estes
efeitos foram demonstrados em algumas células cancerigenas humanas

como a de colon WiDr’8; de cancer oral KB’ e em células leucémicas HL-
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608°. Além disso, outros estudos encontraram que o aloe-emodin provoca
interrupcdo do ciclo celular de G1/S em alguns tipos de células
cancerigenas como as de hepatoma Hep G28' e glioma U-373MG?®?, por
meio de uma inibicdo da proteina quinase C (protein kinase C, alpha -
PRKCA). Esta é uma proteina que participa na regulacdo da proliferacdo
celular em resposta a estimulos de fatores de crescimento, farmacos, entre
outros, e encontra-se hiperexpressa em células tumorais. Assim, agentes

capazes de inibi-la podem bloquear a progressao de tumores.

A interrupcdo do ciclo celular causada pelo aloe-emodin esta
comumente relacionada com a inducdo de apoptose pelo composto por
meio da ativacdo de caspases. Muitos estudos tem sugerido a via
mitocondrial como a principal responsavel por esse processo. Em um
estudo feito em linhagem celular de carcinoma de pulmé&o H460, foi relatado
gue o aloe-emodin induz apoptose por diminuir os niveis da bcl-2 (B-cell
CLL/lymphoma 2 - BCL2), uma proteina anti-apoptotica, e provocar
aumento de caspase-3 (caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase —
CASP3)8. Em outro estudo realizado em células de cancer nasofaringeo, o
aloe-emodin induziu apoptose por meio de ativacdo de bax (BCL2-
associated X protein — BAX), uma proteina pré-apoptoética e diminuicdo dos
niveis de bcl-2, gerando também um aumento de caspases-3%. Em células
de carcinoma gastrico (AGS e NCI-N87)% a liberacdo de caspase-3

também foi observada.

Outro mecanismo relacionado ao aloe-emodin € a indugé&o de danos no
DNA em células cancerigenas por meio de estresse oxidativo, evidenciado

em células de carcinoma pulmonar H4608. Esse estudo demonstrou que o
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composto aumenta a sensibilidade destas células a terapia por
fotodinamica, uma terapia alternativa para tumores malignos localizados
gue envolve um agente fotosensivel e moléculas oxidativas. Foi observado
gue o aloe-emodin é foto-ativado, induzindo instabilidade da membrana
mitocondrial e liberacéo de citocromo ¢ (C-reactive protein, pentraxin-related
— CRP), que ativa sinais apoptoéticos. Essas observacdes demonstram que
a geracao de estresse oxidativo € uma acao importante no processo de

sensibilizacdo do aloe-emodin contra agentes quimioterapicos®’.

Resisténcia aos quimicos é um fator que limita as taxas de sucesso de
algumas estratégias de tratamento oncol6gico com quimioterapia.
Diferentes combinacbes de drogas podem propiciar melhor resposta
antitumoral em carcinomas. E sugerido que o aloe-emodin pode sensibilizar
células neoplasicas a quimioterapia: em células do carcinoma de Merkel,
por exemplo, foi relatado que o composto potencializa efeitos de da
cisplatina, doxorubicina e 5-fluorocil, agentes quimioterapicos de uso
comums®, Entretanto, esse mecanismo de sinergismo ainda € pouco

estudado.

Os mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos antiproliferativos do
aloe-emodin envolvem o gene supressor tumoral TP53. Muitas células
neoplasicas evadem o processo de apoptose e interrup¢do do ciclo celular
via mutacdes no gene TP53. A expressao de p53 leva a ativacdo de outro
gene supressor tumoral, o p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A —
CDKN1A), o qual contribui para interrup¢cao do ciclo celular por inibir o

complexo ciclina-cdk, culminando com um processo apopt6tico®®.
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As vias de sinalizacdo das proteinas MAPK quinases possuem um
papel importante na regulacéo da proliferacdo celular, apoptose e migracao
celular. Os membros das MAPK quinases consistem em trés classes de
proteinas, as quinases N- terminais JNKs (mitogen-activated protein kinase
8 — MAPKS8), as proteinas reguladas por sinais extracelulares ERKs
(mitogen-activated protein kinase 3 — MAPK3 e mitogen-activated protein
kinase 1 — MAPK1) e p38 (mitogen-activated protein kinase 14 — MPK14).
Estas proteinas estdo descritas em varios trabalhos evidenciando seu
envolvimento na atividade antiproliferativa do aloe-emodin®. Como
exemplo, a exposicdo de células invasivas de carcinoma nasofaringeo ao
aloe-emodin resultou em diminuicdo da sua capacidade migratéria devido a
uma inibicdo da via sinalizadora p38 MAPK-NF-kB e consequente inibigdo
da expressdao de matriz metaloproteinases (matrix metallopeptidase 2 -
MMP2), enzimas relacionadas com a degradacdo de matriz extracelular,

facilitando a invasdo tumoral®?.

Outras propriedades a parte também ja foram relacionadas ao aloe-
emodin. Em um estudo feito com células de hepatocarcinoma Huh-7, o
composto exibiu um efeito antiproliferativo via diminuicdo da expresséo de
calpaina-2 (calpain 2 — CAPN2) e da enzima ubiquitina ligase (ubiquitin
protein ligase E3A — UBES3A), proteinas associadas com a via de
apoptose®. Um outro estudo demonstrou que o tratamento com aloe-
emodin inibe a proliferacdo de pré-adipocitos e diminui a acumulacdo de
lipideos nestas células por impedir a maturacdo dos adipdcitos, sugerindo
ser um agente em potencial para tratamento de obesidade®.

Adicionalmente, o aloe-emodin demonstrou ser capaz de antagonizar a
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citotoxicidade causada pela exarcebacdo da atividade do fator de necrose
tumoral (tumor necrosis fator - TNF) em reacdes inflamatorias, sugerindo

um efeito citoprotetor®*

Estes resultados mencionados sugerem que diversos mecanismos
podem estar relacionados com os efeitos antiproliferativos do composto,
entretanto o grande potencial do aloe-emodin como um futuro agente

antitumoral é destacado em todos os mecanismos e trabalhos.

Em um estudo feito com ratos fémeas e machos SPF Brown-Norway, foi
administrado oralmente uma dose de 4.5 mg/kg de 14C-aloe-emodin em
uma suspensdo com tragacanto (0.3%). Amostra de sangue, fezes, urina e
os oOrgaos foram coletados para avaliar a distribuicdo do composto. Os
resultados mostraram que 20% a 30% da dose foi excretada na urina,
indicando possivel exposicdo de células uroteliais ao aloe-emodin®®.
Entretanto, apenas um estudo identificado na literatura avalia efeitos do
aloe-emodin nessas células. Nesse estudo, demonstrou-se que o aloe-
emodin inibe a viabilidade de células uroteliais neoplasicas T24, induzindo
sua apoptose pela expressao de p53, com consequente aumento de p21,
Bax, citocromo c e Fas (Fas cell surface death receptor — FAS), além de
diminuicdo de bcl-2. O mesmo trabalho estimou em 20 yM a IC50 da

substancia®®.

O uso da aloe vera esta enraizado na cultura popular, de modo que ha
ampla exposicdo humana a essa planta. Por outro lado, sdo controversos
os resultados acerca das propriedades da aloe vera, provavelmente em
decorréncia da diversidade de compostos e variagbes na composi¢cdo da

planta. Foi sugerido que o aloe-emodin apresenta potencial antiproliferativo
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para determinadas linhagens neoplasicas. Entretanto, ndo ha informacdes
suficientes sobre seus efeitos em células uroteliais. Assim sendo, o
presente estudo visa avaliar o efeito do aloe-emodin em células uroteliais
ndo neoplasicas e neoplasicas malignas tratadas in vitro, relatando a
importancia da acdo deste composto como uma alternativa para fortalecer

0s tratamentos atuais para o carcinoma urotelial.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Face ao amplo uso tradicional de aloe vera por populacbes humanas, o
presente estudo visa avaliar a hipotese de que o tratamento com aloe
emodin modifica o comportamento de células uroteliais neoplasicas

cultivadas in vitro, com eventual papel antineoplasico.

4.2 Objetivos Especificos
1. Determinar a IC50 de exposicdo in vitro de aloe emodin para as

diferentes células uroteliais humanas neoplasicas;

2. Comparar as eventuais diferencas observadas no comportamento in vitro
de células uroteliais tratadas com aloe emodin em relacdo as células néo

tratadas.
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5. Material e Métodos

O presente estudo visa avaliar a hipétese de que o tratamento com aloe-
emodin modifica o comportamento de células uroteliais cultivadas in vitro,
com eventual papel citotoxico e antineoplasico. Assim sendo, a taxa de
proliferacdo celular e viabilidade de células tratadas e nao-tratadas
cultivadas in vitro foram selecionadas como parametros relevantes para

avaliacdo da hipétese de trabalho.

5.1 Material teste

Para tratamento das linhagens celulares foi empregado o aloe-emodin,
CAS#481-72-1, pureza 98,0%, peso molecular 270,24 g/mol, férmula
C15H100s (Adooq Bioscience, Irvine, CA, USA), diluido em 0,1% em DMSO

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

5.2 Linhagens celulares e padronizagcédo do cultivo in vitro

Durante o estudo foi efetuada andlise da viabilidade de células das
linhagens RT4, 5637 e T24 expostas in vitro ao aloe-emodin. Todas as
linhagens foram mantidas em meios de cultivo celular apropriados
(indicados a seguir), acrescidos de gentamicina 0,4% e incubadas a 37°C
com 5% COa..

A linhagem RT4 (gerada de papiloma urotelial de paciente masculino de
63 anos de idade) foi cultivada em meio DMEM suplementado com 20% de
FBS. A linhagem 5637 (gerada a partir de um carcinoma urotelial de grau Il
de paciente masculino de 68 anos de idade) foi cultivada em meio RPMI
1640 suplementado com 20% de FBS. A linhagem T24 (obtida de

carcinoma de grau Il de paciente feminina de 81 anos de idade) foi
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cultivada em meio DMEM suplementado com 10% de FBS. Todas sao

linhagens de células aderentes, conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Aspecto das linhagens celulares utilizadas no estudo avaliadas em microscopia 6ptica
convencional. Todas em aumento de 200x.

Todas as linhagens foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Daisy

Maria Favero Salvadori (Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP) e
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sdo originalmente provenientes do Banco de Células da Universidade

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

5.3 Determinacdo da concentracdo de células para experimentacao
Inicialmente foi efetuada uma determinagdo da quantidade ideal de
células requerida a serem semeadas para 0s experimentos subsequentes.
Para tanto, as células foram semeadas em concentracdes crescentes em
uma placa de 96 pocos. Como as linhagens RT4 e 5637 possuem um
crescimento mais lento, optou-se por testar até concentracdes mais altas.
Foram entdo preparadas placas com 3x103; 3,5x103; 4x103; 4,5x103; 5x103;
5,5x108; 6x103; 6,5x10%;, 7x103; 7,5x103; 8x10%; 8,5x103; 9x103; 9,5x103;
1x10% 1,05x10% 1,1x10% 1,15x10* e 1,2x10* células por poco. Apds
semeadura, as células foram monitoradas por 72h, quando foi entédo
definida a concentracdo ideal que seria empregada para cada linhagem
celular nos experimentos de estimativa de viabilidade celular. O mesmo
procedimento foi adotado para a linhagem T24; entretanto, face ao
crescimento rapido, as concentracdes iniciais testadas foram 2x103;

2,5x103; 3x103; 3,5x108; 4x103; 4,5x103 e 5x103 células por poco.

5.4 Preparo da solucéo de aloe-emodin

ApoOs a determinacéo da quantidade ideal de células a serem semeadas
para cada linhagem, foi estabelecido um protocolo para a avaliagao in vitro
da citotoxicidade do aloe-emodin e para determinacdo das taxas de
viabilidade das células nao-tratadas em relacdo as células tratadas com
diferentes concentracbes do composto. Nesse protocolo foram

determinadas as concentracdes desejadas e ajustados os procedimentos
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de diluicdo do aloe-emodin, de modo a melhorar sua solubilidade em meio

aguoso.

Para a realizacdo dos experimentos de avaliagdo dos efeitos da
exposicdo das linhagens analisadas ao aloe-emodin, foi preparada uma
solugcdo-méae do composto a 10 mM em 100% DMSO, a fim de se atingir
altas concentracdes a partir de sua diluicdo. Para tanto foram empregados
2,7 mg de aloe-emodin em 1 mL de DMSO. Como a solugéo estava em
100% DMSO e, nas células, € recomendavel utilizar apenas 0,1%, foi
necessario diluir em 1000x (100 pL da solucdo em 9,9 mL de meio) para
atingir a concentracdo adequada do veiculo. A partir desta diluicdo, a
solucéo final é de 100 uM a 0,1% DMSO, sendo passivel de aplicacao as
amostras. Esta solucdo foi usada para tratamento das linhagens 5637 e
T24. Para tratamento da RT4, que exigiu concentragcdes mais altas para o
tratamento, foi preparada uma solucéo final de 200 uM a 0,1% DMSO (200
pL da solugdo-méae em 9,8 mL de meio). As demais concentracdes foram
preparadas através de diluicio em meio acrescido de 0,1% DMSO, para

que esta concentra(;éo se mantivesse constante em todas as amostras.

5.5. Avaliacéo da citotoxicidade do aloe-emodin

A avaliacao da viabilidade celular de cada linhagem celular exposta do
aloe-emodin in vitro foi determinada utilizando o ensaio colorimétrico de
metiltiazol tetrazolio (MTT), que consiste na absor¢cdao do sal de 1-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il) -3,5-difenilformazan pelas células vivas e sua reducdo no
interior da mitocbndria, originando o formazan. O método consiste
basicamente em adicionar 20uL do MTT diluido a 5 mg/mL em cada poco.

Apés 3-5 horas de incubacgéo, o meio € retirado e os precipitados de cristais
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de formazan séo diluidos em 200uL de DMSO. A coloracdo obtida nos

pocos foi lida em espectrofotdmetro em 570nm.

As células foram semeadas em placa de 96 pocos; ap6s 24h foram
expostas a diferentes concentragcbes de aloe-emodin e monitoradas por
72h, quando foram preparadas para leitura em espectrofotometro. Cada
condicdo experimental foi avaliada em quintuplicatas. A referéncia
equivalente a 100% de viabilidade foi dada pela média dos valores obtidos
para exposicdo das células somente ao veiculo (0.1% DMSO, sem aloe-

emodin). Cada teste foi repetido 3 vezes.
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Porcentagem de células viaveis

6. Resultados

6.1 Concentracdo ideal de células a serem semeadas para cada

linhagem

Determinou-se que a concentracdo ideal de células para cada po¢co em
placa de 96 posicdes seria conforme se segue: 1x10* células para RT4;
3,5x103 células para 5637; e 3x103 células para a linhagem T24. Ao final de
72h (duracdo do tratamento com aloe-emodin), essas quantidades
permitiiam que células ndo-tratadas alcancem aproximadamente 80-90%
de confluéncia em cultivo. Com base nesses resultados, nota-se que as
células T24 apresentam velocidade de crescimento in vitro maior que
células 5637 e RT4. Esta ultima, em particular, apresentou o maior tempo
de duplicagdo em comparacdo as demais linhagens utilizadas. Os valores
obtidos para concentracao ideal de células semeadas para essas linhagens

equivale ao que ja foi reportado na literatura®’.

6.2 Avaliacdo da exposicao in vitro ao aloe-emodin
O aloe-emodin apresentou citotoxicidade nas linhagens uroteliais tal que
T24 > 5637 > RT4. Os valores de IC50 foram 22,2 uM, 32,1 uM e 148,8 uM,

respectivamente (Figura 2; Tabela 1).

Figura 2 - Testes de citotoxicidade
realizados com as linhagens uroteliais
« T24 T24, 5637 e RT4. Média obtida de 3
A DHE3IT experimentos.
+ RT4
O4—r—r—r———r————————
1 10 100 1000

Concentragido uM
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Tabela 1 - IC50 obtida a partir da média de trés experimentos independentes de viabilidade celular realizados
com as trés diferentes linhagens. O valor de R? apresentado indica confiabilidade da amostra em relag3o 3

estatistica utilizada (regressdo ndo-linear).
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Linhagem IC50 R?
T24 22,15 yM 0,94
5637 32,12 uM 0,98
RT4 148,20 uM 0,99

Devido ao fato da citotoxicidade da linhagem RT4 ter sido estimada em

148,2 uM e a concentracdo maxima utilizada no tratamento ser 100 uM, o

experimento foi repetido sob as mesmas condicbes, mas utilizando

concentracOes mais altas (Fig

ura 3).

* - H @

1 —

Porcentagem de células viaveis

——
100
Concentrag3o uM

T T

1000

Figura 3 — Experimentos
para obtengdo de IC50

RT4 - Placa 1 na linhagem RT4,
RT4 - Placa ? utilizando concentragdes
RT4 - Placa 3 até 200 M.

Média

Tabela 2 - Valores de IC50 obtidos para cada experimento feito com a linhagem RT4 e média dos trés
experimentos independentes, utilizando até a concentragdo de 200 uM de aloe-emodin. Adicionalmente, é
apresentado o valor de R?, o qual indica confiabilidade da amostra em relagdo a estatistica utilizada (regressdo

nao-linear).
Experimento IC50 R?
1 160,2 pM 0,92
2 171,7 pM 0,93
3 151,6 M 0,96
Média 160,2 uM 0,94
A média dos trés tratamentos apresentou uma IC50 de

aproximadamente 160 pM, na mesma magnitude dos resultados obtidos
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anteriormente (148,2 uM). Como a curva do primeiro experimento
apresentou um R? mais préximo de 1, indicando confiabilidade do resultado,

a IC50 originalmente encontrada para a linhagem RT4 foi mantida.
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DISCUSSAO
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7.Discussao

O cancer de bexiga é uma doenca caracterizada por alta recorréncia e
resisténcia aos tratamentos quimioterapicos nos estagios mais avancados,
tornando a taxa de sobrevivéncia dos pacientes muito baixa e dificultando o
tratamento. Apesar de alguns avancos no tratamento da doencga,
atualmente a técnica terapéutica mais efetivas é a cirurgia endoscopica
para retirada do tumor®. Para evitar as recorréncias dos carcinomas de
células transicionais, terapias complementares sdo utilizadas para aumentar
a eficacia da quimioterapia, como a administracdo conjunta com outras
drogas ou procedimentos que possam contribuir no tratamento. A
dificuldade no tratamento desse tipo de céncer e a alta resisténcia a
guimioterapias torna essencial um melhor entendimento da biologia da

doenca para identificacdo de terapias mais efetivas.

O presente estudo avaliou a acdo que o composto aloe-emodin exerce
sobre a viabilidade celular de diferentes linhagens de células transicionais
neoplasicas humanas de bexiga. Esse composto ja foi relacionado a uma
acao antiproliferativa em linhagens de diferentes origens e tem se
destacado por um possivel efeito apoptético e papel antineoplasico. Assim,
especula-se sobre a possibilidade de ser utilizado como potencial agente

antineoplasico®.

A partir da avaliagdo da viabilidade celular por meio do ensaio de MTT,
foram estimados os valores de IC50 para cada linhagem, a fim de comparar
o efeito do aloe-emodin entre elas. Os resultados encontrados foram de

aproximadamente 160 puM para a RT4, 32 uM para a 5637 e 22 uM para a
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T24. Foi notada diminuicdo da viabilidade celular das linhagens testadas de
forma dose-dependente. Entretanto, a resposta das células uroteliais a acao

do composto foi diferente entre as linhagens estudadas.

A linhagem RT4, proveniente de um papiloma urotelial, demonstrou
maior resisténcia aos efeitos citotoxicos do aloe-emodin, evidenciada pelo
maior valor de IC50 (160 uM). A 5637, proveniente de um carcinoma
urotelial de grau Il, demonstrou maior susceptibilidade em relacdo a RT4,
mas menor em relacdo a T24. Esta ultima, linhagem originada de uma
carcinoma de grau lll, revelou-se a linhagem mais sensivel aos efeitos do
aloe-emodin, expressa pelo menor valor de IC50 estimado (22 pM), ainda
que muito proximo do valor estimado pela linhagem 5637 (32 pM). Os
resultados obtidos atestam que o efeito citotéxico do aloe-emodin foi mais
relevante nas linhagens de células transformadas em relagcdo a linhagem

proveniente de neoplasia benigna.

Resultados semelhantes de citotoxicidade do aloe-emodin foram
relatados em um estudo com a linhagem T24, no qual foi estimada IC50 de
aproximadamente 25 uM, em sintonia com o resultado do presente trabalho.
Nesse estudo foi sugerido que o aloe-emodin induz apoptose p53-
dependente nas células, culminando em aumento de p21, com consequente
inibicdo de ciclina B1 (cyclin B1 — CCNB1), de modo que a célula ficaria
estagnada na fase G2 do ciclo celular. Adicionalmente, foi relatado neste
mesmo estudo aumento nos niveis de da proteina pré-apoptética bax e
reducdo da anti-apoptética bcl-2, o que propicia formac¢do do apoptossoma
a partir do citocromo c liberado da mitocOndria, ativagdo de caspases

efetoras e apoptose!®,
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A linhagem RT4 apresentou maior resisténcia a acdo do citotoxica do
aloe-emodin em relacdo as outras linhagens. Essa linhagem possui TP53
selvagem, de modo que seria de se esperar que apresentasse maior
sensibilidade a tratamentos que estimulam a via intrinseca da apoptose,
regulada por p53. A ativacdo dessa via € particularmente relevante na

vigéncia de danos no DNA nuclear®°™.

Assumindo a apoptose como mecanismo relevante do efeito
antineoplasico do aloe-emodin'®, os valores de IC50 estimados para as
linhagens analisadas no presente estudo permitem supor que 0 composto
deve aumentar a susceptibilidade a apoptose de células geneticamente
comprometidas, como € o caso das células transformadas das linhagens
5637 e T24. Essa hipOtese é subsidiada pela observacdo de maior
resisténcia ao tratamento do aloe-emodin da linhagem RT4, cujas células
sdo provenientes de neoplasia benigna e, portanto, apresentam patrimoénio
genético mais preservado. Por outro lado, ndo se pode descartar que outras
propriedades biologicas peculiares de cada linhagem tenham contribuido
nos resultados obtidos. Assim sendo, a avaliagdo de repertorio maior de

linhagens de neoplasias benignas e malignas de células uroteliais é

requerida para elucidar essa questao.

Outra linha de raciocinio considera a observacdo de que a proteina
supressora de tumor p21 pode inibir a progressdo do ciclo celular em
células neopléasicas de célon deficientes TP531%2, Foi sugerido que p21 se
liga a PCNA (proliferating cell nuclear antigen — PCNA), proteina de
estabilizacdo do complexo de replicacdo do DNA, requerida na checagem

de danos genéticos durante a fase G2 do ciclo celular. Ao complexo p21-
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PCNA ¢é acrescido o complexo Cdc2-ciclina B1l, responsavel pela
progresséao do ciclo de G2 para M. Um eventual aumento de p21 estimulado
pelo aloe-emodin pode impedir a ligacdo do complexo Cdc2-ciclina B1 com
o PCNA guando ha algum dano ao DNA e assim, a célula ficaria
estacionada na fase G2. Com as células impedidas de continuar seu
metabolismo normal, outras proteinas responsaveis pela morte celular

tornam-se ativas e a célula entra em processo apoptético.

O principal resultado obtido com esse estudo foram as diferentes
respostas  citotoéxicas das linhagens uroteliais, demonstrando
comportamentos distintos quando expostas ao aloe-emodin. Nao ha relatos
na literatura do tratamento das linhagens 5637 e RT4 com esse composto.
Ainda, esse estudo ratificou a estimativa prévia de IC50 para a linhagem

T24.

Devido aos seus efeitos citotoxicos sobre as células uroteliais, o aloe-
emodin apresenta-se como um composto em potencial para estudos que
envolvem o cancer de bexiga. Porém, devido aos efeitos inespecificos a
células neoplasicas apresentados, torna-se fundamental o melhor
entendimento do mecanismo de acéo real deste composto, a fim de usufruir
de seus efeitos antiproliferativos, buscando estratégias mais efetivas contra

o crescimento de células neoplasicas.
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