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1. RESUMO

O cancer € responsavel pela morte de oito milhdes de pessoas todos os anos, sendo que
anualmente sdo diagnosticados mais de onze milhdes de novos casos. O estudo de tratamentos
alternativos e coadjuvantes €, portanto, de grande valia. Aventa-se que tanto Aloe vera quanto o mel
contém efeitos anti-cancer. O objetivo deste trabalho foi verificar a acdo do homogeneizado de Aloe
vera e mel sobre o crescimento tumoral e caquexia em ratos Wistar portadores de carcinossarcoma de
Walker 256. Visando avaliar o impacto da administracdo de Aloe vera e mel sobre a proliferacdao
celular e apoptose no decorrer do desenvolvimento tumoral, foram coletados tecido hepatico e
tumoral de animais sacrificados apds 7, 14 e 20 dias de implantacdo tumoral. As andlises
imunohistoquimicas de tumores provenientes de animais tratados com homogeneizado de Aloe vera e
mel revelaram, ao longo do desenvolvimento tumoral, queda na taxa de proliferacao celular (Ki-67) e
aumento na susceptibilidade a apoptose (relacdo Bax/Bcl-2) além de menor peso relativo do tumor,
quando comparados aos tumores de animais que receberam soro fisioldgico. Paralelamente, a anélise
do tecido hepatico desses animais mostrou queda na susceptibilidade a apoptose (relacio Bax/Bcl-2)
em relacdo aos animais que ndo foram tratados com Aloe vera e mel. A fim de se avaliar o efeito
terapéutico do homogeneizado de Aloe vera e mel sobre parametros relacionados ao estresse
oxidativo e a caquexia, ratos Wistar tratados ou ndo anteriormente a indugdo tumoral foram
redistribuidos de forma a iniciar (CWA), interromper (AW), manter (AWA) ou ndo receber tratamento
(CW) com Aloe vera e mel ap0s a indugdo de tumor. Os animais foram monitorados quanto ao ganho
de peso, consumo de dieta e peso calculado do tumor. Apds 21 dias de evolucdo tumoral, as andlises
morfométricas associadas a quantificacdo de proteinas séricas, bem como avaliacio de estresse
oxidativo (envolvendo andlise da atividade de catalase, superoxido dismutase, glutationa S tranferase
e fostatase alcalina, além do teor de proteina e MDA), em 6rgdos como figado, musculo e coragdo,
sugerem que o tratamento com homogeneizado de Aloe vera e mel auxiliou na modulacio do estresse
oxidativo, espoliacdo e caquexia, especialmente quando administrado de forma terapéutica (CWA).
Em contrapartida, foi observada tendéncia a estresse oxidativo bem como queda na atividade de
enzimas antioxidantes no tecido tumoral, em animais tratados com Aloe vera e mel. Os dados obtidos
sugerem que a administracdo de Aloe vera e mel preserva a integridade dos tecidos hospedeiros

enquanto provoca detrimento do tecido tumoral.
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2. ABSTRACT

Cancer is diagnosed in approximately 11 million people and is responsible for approximately
8 million deaths every year. Research in cancer control has shown the importance of co-adjuvant
therapies. Aloe vera may reduce tumour mass and metastasis rates, while honey may inhibit tumour
growth. This study verified the influence of Aloe vera and honey on tumour growth and cachexia in
tumour-bearing rats. The influence of Aloe vera and honey on tumour growth evolution was assessed
through tumour cell proliferation rate (Ki67-LI) and Bax/Bcl-2 ratio at 7, 14 and 20 days after the
implant of Walker 256 carcinoma (sc) in adult rats. The effect of Aloe vera and honey against tumour
growth was observed through a decrease in tumour cell proliferative rates and an increase in
apoptosis susceptibility (Bax/Bcl-2 ratio) in tumours of treated group compared to untreated group. In
contrast, it was observed a decrease in apoptosis susceptibility (Bax/Bcl-2 ratio) in livers of Aloe vera
and honey-treated group, showing a possible protective effect in liver tissue. In order to elucidate the
therapeutic effects of Aloe vera and honey solution on oxidative stress and cachexia development,
Aloe vera and honey-treated and untreated rats before tumour induction were distributed into the
following groups: tumour-bearing rats treated after tumour implant (CWA), treated before tumour
implant (AW), treated before and after tumour implant (AWA) with Aloe vera and honey solution and
untreated tumour-bearing rats (CW). After 21 days of tumour implant, morphometric analyses, serum
proteins content and oxidative stress assays (catalase, superoxide dismutase, glutathione-S-
transferase, alkaline phosphatase activities and protein and MDA content) were evaluated in liver,
muscle and myocardium. The Aloe vera and honey treatment modulated oxidative stress, tissue
wasting and cachexia, especially as therapeutic way (CWA). On the other hand, tumour of Aloe vera
and honey-treated rats tended to increase oxidative stress and/or decrease antioxidant enzymes
activities. These data suggested Aloe vera and honey treatment affected tumour and host in a different

way, by preserving host tissues while promoted damages in tumour tissue.
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3. INTRODUCAO
O cancer € segunda causa morte, dentre as diversas patologias e € responsdvel pela morte de
oito milhdes de pessoas todos os anos, o que corresponde a 12,5% do total de mortes no mundo.
Anualmente sdo diagnosticados mais de onze milhdes novos casos (OMS). Além das terapias
convencionais como quimioterapia, radioterapia e cirurgia, atualmente tem se investido muito em
terapias coadjuvantes na tentativa de melhorar ainda mais o progndstico da doenga e a qualidade de

vida do paciente.

Assim, muito utilizada na medicina popular, a Aloe vera (também denominada Aloe
barbadensis Miller), conhecida como babosa, € uma planta perene pertencente a familia Liliaceae,
tribo Aloineae, que inclui cerca de 420 espécies (BOUDREAU & BELAND, 2006), contém varias
propriedades terapéuticas importantes, incluindo provaveis efeitos anticancer. Avalia¢des clinicas t€ém
revelado que os ingredientes farmacologicamente ativos estdo concentrados tanto no gel, quanto na

casca da folha de Aloe vera (RAJASEKARAN et al., 2005).

Paralelamente, o mel também € muito utilizado na medicina popular, embora alguns afirmem
que ele seja comparado ao agucar em seus valores nutritivos € que proteinas, minerais € vitaminas
estdo em baixa quantidade, tendo portanto pouca importancia nutricional (HEITKAMP & BUSCH-
STOCKFISCH, 1986). Porém, hé evidencias de que o mel seja um agente moderador anti-tumor, com

relevantes efeitos anti-metastase (GRIBEL' & PASHINSKII, 1990).

Os estudos in vivo utilizando organismos-modelo t€m sido essenciais para compreensdo do
comportamento de indmeras doengas, possibilitando ainda a observa¢do do desenvolvimento
patoldgico e reacdo corporal frente a diferentes intervengdes e novos tratamentos, oferecendo assim

resultados preliminares mais seguros antes de testes em seres humanos.
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4. JUSTIFICATIVA
Embora seja muito utilizado na medicina popular no combate ao cincer, ndo ha nenhuma
comprovacao cientifica de que o extrato da folha de Aloe vera junto ao mel exerca real atividade anti-

tumoral ou traga algum tipo de beneficio ao individuo com céncer.

Devido a importancia global do céncer, a facilidade de obtencdo de Aloe vera e mel e simples

preparo do homogeneizado, é de suma importancia conhecer a veracidade de seus efeitos.
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S. SINTESE DA BIBLIOGRAFIA FUNDAMENTAL

5.1 - Cancer
O cancer, também conhecido como neoplasia ou tumor, € um tecido que cresce ativamente
devido a proliferacdo de células, derivadas de uma que sofreu diferenciacdo anormal irreversivel,

sendo que o mecanismo controle do crescimento deste tecido estd alterado, permanentemente,

permitindo assim um crescimento progressivo.

A maioria dos canceres em humanos resulta de mutagdes esporadicas em genes supressores de
tumor, em células de origem ectodérmica ou endodérmica — denominados carcinomas e
adenocarcinomas, € mesodérmica — denominados sarcomas (HERZIG & CHRISTOFORI 2002).
Eventos criticos na evolucdo da neoplasia incluem: (a) perda do controle proliferativo (as células
cancerosas produzem seus proprios fatores de crescimento de maneira exagerada), (b) falha e/ou
inibi¢do no processo de morte celular programada - apoptose -(processo altamente regulado que
envolve a ruptura de membranas celulares, fragmentagdo do nticleo, degradacdo do DNA e quebra do
citoesqueleto), (c) inicio de neoangiogé€nese (essencial para a manuten¢do e crescimento do tumor, e
posteriormente facilitacdo do processo de metdstase), (d) remodelamento tecidual (que necessita da
degradacdo da matriz extracelular), (e) invasdao das células tumorais nos tecidos adjacentes, com a
aquisicao de mobilidade celular, e finalmente (f) a dispersdo dessas células pelo sangue até 6rgaos e
tecidos distantes, onde ocorre a adesdao seguida da formagdo de metdstases. As metdstases causam

cerca de 90% das mortes por cancer em humanos.

A fim de permitir o surgimento, manutencao e evoluc¢do tumoral, sdo necessdrias alteracdes nos
padroes de ciclo/morte celular e no metabolismo da célula, uma vez que elevacdo na demanda
energética, na captura e biossintese de nutrientes sao premissas necessdrias ao crescimento e

proliferagdo celular (DEBERARDINIS et al., 2008; JONES & THOMPSON, 2009).
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Warburg et al (1924) demonstraram que a metabolizacdo de glicose por células tumorais €
anormalmente rdpida e elevada, e que a glicose era preferencialmente convertida a lactato ao invés de
entrar na cadeia de fosforilagdo oxidativa mitocondrial, mesmo na presenca de oxigénio. Foi proposto
que este processo, devido principalmente a disfun¢des mitocondriais, poderia ser a chave do
desenvolvimento do cancer (WARBURG et al., 1924; WARBURG 1956a, 1956b).

Outras pesquisas constataram que lesdes génicas que levam tanto a ativagdo de oncogenes
quanto a inativacdo de genes supressores de tumor conduzem a progressdo do cancer através de
alteracdes no ciclo celular e no padriao apoptético (ARENDS et al., 1944; GRANA & REDDY, 1995;
KING & CIDLOWSKI, 1995; WYLLIE, 1997; HANAHAN & WEINBERG, 2000; LETAI, 2008).

O crescimento anormalmente acelerado dos tumores € atribuido tanto a perda de restricdo da
proliferacdo celular quanto a falha nos mecanismos de apoptose, tornando o processo de morte celular
insuficiente para a contencdo da patologia (NICHOLSON, 2000).

A proteina nuclear Ki-67 estd expressa durante todas as fases do ciclo celular relacionadas ao
processo de divisdao (G1, S, G2, e mitose), porém estd ausente durante a quiescéncia (G0O). Esta
caracteristica faz com que a proteina Ki-67 seja um dos melhores e mais utilizados marcadores de
proliferacdo celular para determinacdo da “fracdo em crescimento” de um determinado grupo de
células. Diversos estudos demonstraram que, em determinados tipos de tumor, como mama e
préstata, o indice de marcacdo por Ki-67 pareceu ser um poderoso indicador do progndstico para
sobrevida e recidiva tumoral (SCHOLZEN & GERDES, 2000).

A sobrevivéncia celular depende da complexa relacdo entre proteinas pro e anti-apoptoticas.
Exercendo papel fundamental nesse processo, tem-se as proteinas da familia da Bcl-2, entre elas a
Bax (pré-apoptética) e a propria Bcl-2 (anti-apoptética) (NICHOLSON, 2000; BROKER et al., 2005;

DAI & GRANT, 2007; ADAMS & CORY, 2007).
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Existem evidencias de que polimorfismos nos genes para Bax e Bcl-2, que diminuem a
tendéncia a apoptose, resultem em falha na eliminac¢do células com danos no DNA, aumentando
assim a chance de preservar clones mutados e consequentemente o risco de manifestacdo de tumor
(CAMPLEJOHN et al. 2003; IMYANITOV et al. 2005, NUCKEL et al. 2007; MAJID et al. 2008;
SAXENA et al. 2002; STARCZYNSKI et al. 2005, EVGENY & IMYANITOVY, 2009).

Na presenca de estimulos pré-apoptéticos (como dano ao DNA, por exemplo), mondmeros da
proteina Bax solubilizados no citoplasma, sofrem ativag@o e translocacdo para a mitocondria, onde
formam homooligoméros capazes de provocar permeabilizacio da membrana mitocondrial externa,
permitindo a passagem de dgua e pequenas moléculas, com consequente aumento da distancia
intermembranas seguida pela ruptura da membrana mitocondrial externa (BROKER et al., 2005; DAI
& GRANT, 2007). Todo o processo leva a liberagdo de proteinas, entre elas o citocromo C, que no
citoplasma se associa a Apaf-1 e a pré-caspase 9 na presenca de ATP, em uma estrutura denominada
"apoptosomo", desencadeando, por ativacdo da caspase 9, a cascata cldssica da apoptose que resulta
na morte celular (BROKER et al., 2005; DAI & GRANT, 2007).

A acgdo anti-apoptodtica da Bcl-2 ocorre devido a heterodimerizacdo com Bax, impedindo sua
ativacdo e consequente progressdo da cascata apoptética (ADAMS & CORY, 2007).

Pesquisas mais recentes tem demonstrado que muitos dos genes bem estabelecidos como
oncogenes (entre eles, c-Myc, H-ras, src e Akt), bem como genes supressores de tumor (entre eles,
pS3), estdo relacionados ao controle do metabolismo das células tumorais (DANG & SEMENZA
1999; VOGELSTEIN et al. 2000; VOGELSTEIN & KINZLER, 2004, ELSTROM et al. 2004, LEE
et al. 2007; BUZZAI et al. 2007; BUDANOV & KARIN 2008).

Ryan et al. (2007) apontaram que durante o desenvolvimento do tumor, ocorre a mobilizac¢do de
reservas dos tecidos hospedeiros para o tecido tumoral através de uma série de mecanismos que

levam ao quadro de fadiga relacionada ao cancer. Entre esses mecanismos estd a caquexia, que
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consiste na perda de tecido adiposo e massa muscular esquelética ligado a anorexia, perda de peso,
fadiga e redugdo do tempo de sobrevivéncia. Aproximadamente 50% do total de pacientes com cancer
sdo afetados pela caquexia. Este valor sobe para 85% para certos tipos de cancer, tais como géstrico e
pancredtico (DE WYS er al., 1980; TISDALE, 1999, 2009a). A etiologia da caquexia-cancer €
complexa e envolve ndo apenas a redugdo da reserva de nutrientes, mas também alteragdes
metabdlicas induzidas pelo tumor (REBECA et al., 2008), incluindo redu¢@o na sintese de proteinas
no musculo esquelético e catabolismo protéico. Este catabolismo tecidual é mediado pelas citocinas
TNF-a e IL-6 (TISDALE 1997, 2005, 2008, 2009a, 2009b; ARGILES et al., 2006) e por produtos
catabdlicos do tumor, tais como o fator de mobilizaca@o de lipidios e o fator de indugdo de protedlise -
PIF (TISDALE, 1997, 2008, 2009a, 2009b). Citocinas pré-inflamatérias também podem induzir a

liberagdo de CRH, que tem poderoso efeito anorexigeno (CONNAN et al., 2007).

O desenvolvimento de vasos sanguineos em quantidade suficiente para suprir a alta demanda
por oxigénio e nutrientes requerida pelo tumor, € essencial tanto para o crescimento quanto para a
ocorréncia de metdstase em tumores solidos (FURUYA et al., 2009; DE PAEPE, 2009). O processo
de angiogénese, durante a evolu¢do do cancer, consiste no desenvolvimento de novos vasos
sanguineos a partir de vasculatura pré-existente. A regulacdo deste processo é complexa e depende de
interagdes entre as células tumorais e componetes do estroma, ambos capazes de liberar fatores que
influenciam o processo angiogénico, entre eles, o0 VEGF (GRIMM et al., 2009; DE PAEPE, 2009).
Acredita-se que, futuramente, terapias anti-angiogénicas, incorporadas a quimioterapia, estardo entre

as principais formas de tratamento do cancer (ZICHE et al., 2004; ORGAZ, et al., 2008).

Durante a progressao de carcinomas invasivos, as células sofrem alteracdes morfogenéticas, em
um processo denominado “transicao epitélio-mesequimal” (EMT), geralmente associado a alteracdes
nas proteinas de adesdo (troca de E-caderinas por N-caderinas), aquisicdo de morfologia displasica e

aumento da motilidade (formag¢do de invadopddios, prolongamentos celulares ricos em actina, com
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grande atividade proteolitica, capazes de aderir, degradar e invadir a matriz extracelular). Esses
eventos culminam em perda de aderéncia e remodelamento da matriz extracelular, sendo este
associado a acdo de metaloproteases (MMPs), secretadas pela célula tumoral, especialmente nas

regides dos invadopddios (HALL, 2009; YILMAZ & CHRISTOFORI, 2009).

Paralelamente, um dos mecanismos que possibilita o desenvolvimento tumoral € a capacidade
de realizar “escape imunoldgico”, devido a baixa imunogenicidade do tumor (WILLIMSKY &
BLANKENSTEIN, 2005; PEGGS et al., 2009). No entanto, ja foi demonstrado que a presenca de
células dendriticas plasmocitdides, secretando Interferon-y, € capaz de desencadear a resposta imune
inata, via células Natural Killer, que indiretamente desencadeiam a resposta imune adquirida, via
linfécitos T citotoxicos (CD4" e CD8™). O ataque imune gerado provoca diminui¢do do crescimento

tumoral em modelo murino implantado com melanoma B16 (LIU et al., 2008).

A partir da complexa ocorréncia dos processos citados, necessdrios a carcinogénese € ao
desenvolvimento tumoral, t€ém-se o surgimento e a progressao de tumores heterogéneos, constituidos

por células muitas vezes com caracteristicas diferenciadas dentro do préprio tumor (Figura 1).
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Figura 1. Carcinogénese e Desenvolvimento Tumoral. Fonte: Fernandes Jtnior et al. (coord.), 2010.

5.2 - Aloe vera

Atualmente, o uso de produtos de origem natural, ndo industrializados e alternativos a terapia
convencional (alopatia) tem crescido. A Aloe vera tem sido estudada pelas suas propriedades
medicinais e € muito utilizada pela medicina alternativa. Segundo a Organizacdo Mundial da Saide
(OMS), a Aloe vera, conhecida popularmente como babosa, ¢ amplamente utilizada em tratamentos

cutaneos externos, porem ha poucos estudos sobre suas propriedades anti-neoplésicas.

Estudos que analisaram a composicdo da Aloe vera indicam que o parénquima de sua folha
contém polissacarideos ricos em galactose, dcido galacturdnico (encontrado na parede celular em

proporcdo anormalmente elevada), &4cido péctico, mananas, entre outros (GRINDLAY &
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REYNOLDS, 1986; CHOI & CHUNG, 2003 e NI et al., 2004) (Tabela 1). Porém, ainda nio se
conhece bem a correlac@o entre todos os componentes e os efeitos fisioldgicos provocados pela Aloe

verda.

Tabela 1. Principais componentes de Aloe vera:

Grupo Componentes

Antraquinonas aloe-emodina, 4acido aloético, aloina, antranol, barbaloina,
isobarbaloina, emodina, ester de acido cinamico.

Sacarideos celulose, glicose, manose, aldopentose, manana acetilada
(acemannan), glicomanana, glicomanana acetilada,
galactogalacturana, glicogalactomanana, galactoglicoarabinomanana.

Vitaminas B1, B2, B6, C, B-caroteno, colina, 4cido f6lico, a-tocoferol.

Enzimas Amilase, carboxipeptidase, catalase, ciclooxidase, lipase, oxidase.

Substancias de baixo |Acido araquidonico, giberelina, lectinas, ligninas, acido salicilico, B-
peso molecular sitosterol, esterdides, triglicérides, dcido urico.

Fonte: CHOI & CHUNG, 2003 pag. 57

Os experimentos de Ikeno et al. (2002) indicaram que a administra¢do oral de Aloe vera ao
longo de toda a vida, em modelo de ratos Fisher 344 machos, ndo apresentou tragcos de toxidade, nem
tampouco efeitos prejudiciais ou deletérios, mas sim mostra que poderia ser capaz de prevenir

doencas ligadas a idade.

Singh et al. (2000) observaram possivel acdo antioxidante da Aloe vera, protegendo contra a
inducdo de pro-oxidacdo de membrana e dano celular, comandando nos 6rgios a detoxificacdo de

metabolitos reativos, incluindo carcinogénicos e drogas.

Os estudos de Rajasekaran et al. (2005) mostraram que a Aloe vera, através da administracao
intragdstrica de seu extrato alcodlico, também ajuda a baixar os niveis de hemoglobina glicosilada, o

que sugere melhora no quadro de estresse oxidativo devido a hiperglicemia.
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Pesquisas in vivo desenvolvidas por Gribel' & Pashinskii (1986) mostraram importantes

resultados a cerca do combate ao cancer pelo uso de Aloe vera, como redu¢@o da massa tumoral, dos

focos e da freqiiéncia de metéstases, além de potencializar os efeitos anti-tumor de componentes da

combinacdo quimioterdpica (5-fluoracil e ciclofosfamida).

Embora os efeitos anti-tumorais dos extratos de Aloe vera sejam geralmente atribuidos a

polimanana acetilada (acemannan), a aloe emodina, e a fracdo glicoprotéica em geral, estudos

demonstram que esses efeitos também sdo gerados por outras substincias presentes na folha (Tabela

2), como outros polissacarideos, emodina, dietilhexilftalato, lectinas entre outros (REYNOLDS &

DWECK, 1999; CHOI & CHUNG, 2003; AKEV et. al, 2007).

Tabela 2. Atividades Farmacol6gicas Atribuidas aos Componentes da Aloe vera

Componente Atividades Farmacoldgicas Atribuidas
Glicoproteinas Cicatrizagdo, promoc¢do de proliferacdo celular, antialérgica
Barbaloina Purgativa

Aloe-emodina, Emodina

Purgativa, promog¢do de proliferagdo celular, anticancerigena,
anti protozodrios/bactérias, antioxidante

Manose-6-fosfato

Cicatrizagdo, antiinflamacio

Polissacarideos Anticancer, imunomodulagdo

Acemannan Imunomodulagao, antimicrobioldgica, antitumoral,
anticancerigeno

Aloesina Promocdo de proliferacio celular, inibicio da sintese de

melatonina

B-sitosterol

Antiinflamagao, promog¢ao de angiogénese

Dietilhexilftalato

Anticancer

Substancias de baixo peso

molecular (0,5~1kD)

Imunomodulagdo

Fonte: CHOI & CHUNG, 2003 pag.

57

Reynolds & Dweck (1999) expuseram que vdrias propriedades imunomoduladoras

estao

atribuidas ao acemannan da Aloe vera (atualmente essa substancia esta coberta por vdrias patentes).

De acordo com Fogleman et al. (1992), o acemannan consiste em longa cadeia polidispersa

beta-(1,4)-acetilada polimanose, dotada de grupos O-acetil com um mondmero de manose ou acetil,
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espalhados na propor¢do de aproximadamente 1:1 (Figura 2), e seria apontado como estimulador

imunoldgico, quando administrado in vivo via inje¢@o intravenosa ou intraperitonial.

2/3/6-0Ac 2/3/6=0Ac  o~(1,6)-Gal
—[p-1,4-Man] — [B-1,4-Glc],—[B-1,4-Man] — [B-1.4-Man]

Figura 2. Estrutura molecular do Acemannan. Fonte: TALMADGEA et al.,2004. Ac = acetil, Gal = galactose, Man =
manana, Glc = Glicose.

Peng et al. (1991) demonstraram que camundongos portadores de sarcoma tratados com
acemannan apresentaram regressado do tumor, provavelmente devido a atuacdo do sistema
imunoldgico. Experimentos de Merriam et al. (1996) mostraram que o tratamento com acemannan
anteriormente a inducdo de sarcoma em camundongos inibiu o seu desenvolvimento diminuindo a

mortalidade em cerca de 40%.

Observagdes clinicas de animais tratados com acemannan sugerem que sarcomas de tecidos
moles inicialmente aumentam de tamanho, mas que isso € seguido por encapsulagdo fibrosa, invasao
por linfécitos e necrose do tumor (HARRIS et al., 1991).

Lee et al., (2001) demostraram que o acemannan € capaz de induzir a maturacdo de células
dentriticas in vitro, sugerindo ainda que a maturagdo dessas células ativaria o sistema imune inato,
importante, entre outros, para o combate a tumores.

A ac¢do da antraquinona aloe emodina (Figura 3) é controversa. Existem estudos que apontam
para a acdo desta substancia na promog¢do de apoptose e inibi¢do do crescimento tumoral (Reynolds
& Dweck, 1999). J4 foi observada inducio de apoptose em células de carcinoma escamoso de pulmao
humano através de mecanismo que envolvem a familia da Bcl-2 (LEE er al., 2001a; LEE, 2001),
inibicdo da progressdo da fase S, e decréscimo na quantidade e a atividade da proteina kinase C,
gerando apoptose em células de glioma in vitro (ACEVEDO-DUNCAN et al., 2004), além de

inibicdo da progressdo do ciclo celular de G2 (que corresponde a fase pré-mitdtica) para mitose em
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células de cancer de bexiga humano in vitro (LIN et al, 2006) e na inibi¢do do crescimento de tumor
neuroectodérmico humano em experimentos in vivo e in vitro, onde foi demonstrada acdo seletiva da
aloe emodina, j4 que ndo foram observadas alteragdes nas células controle (fibroblastos) submetidas
ao tratamento (PECERE er al.,, 2000). Porém, existem relatos de efeitos deletérios como
genotoxicidade, mutagenicidade e até mesmo promocao de tumor (MULLER et al., 1996; BRUSICK
& MENGS, 1997).

OH

0 OH
0

Figura 3. Estrutura da Aloe emodina. Fonte: PECERE et al., 2000.

Evidéncias salientam, ainda, que os componentes de Aloe vera podem de fato agir
sinergicamente de modo que o efeito desejado pode ndo aparecer caso as fragcdes estejam separadas
(REYNOLDS & DWECK, 1999; AKEV et. al, 2007) e que plantas adultas apresentam maior
atividade antioxidante (HU et al., 2003). Experimentos que demonstram o efeito aditivo e sinérgico
dos diferentes componentes de Aloe sp., realizados por Kametani et. al (2007), mostraram que 0s
efeitos anticancer observados para a aloe emodina foram potencializados na presenca de outros
componentes do extrato de Aloe vera na reducdo da viabilidade de células do tumor ascite de

Ehrlich.

5.3 - Mel

O mel é uma solucido supersaturada de acgucares produzida a partir do processamento de
néctares florais por abelhas meliferas, sendo que a espécie Apis mellifera ¢ a mais popular e
largamente utilizada na producio de mel para consumo humano (EMBRAPA, 2008). Na composi¢ao

do mel, os acucares glicose e frutose representam em média 38% e 31%, respectivamente, entretanto,
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o mel ainda contém outras 181 substancias distintas, muitas delas com propriedades anti-oxidantes

(GHELDOF et al., 2002; PHILLIPS et al., 2009, JAGANATHAN & MANDAL, 2009a). Dentre estes

constituintes estdo os dcidos fendlicos e flavonodides, algumas enzimas, dcido ascorbico, carotendides,

dcidos organicos, aminodcidos e proteinas (GHELDOF et al., 2002, EMBRAPA, 2008; NHB, 2009,
JAGANATHAN & MANDAL, 2009a).

O mel exibe vdrias propriedades terap€uticas incluindo atividade antibacteriana, antifingica,

citostatica e antioxidante (JEDDAR er al., 1985; BARDY et al., 2008).

Tem sido comprovado que estes componentes possuem efeito inibitério na proliferacdo e
iniciacdo de células tumorais por hiporregulagdo de muitas vias enzimdticas como proteina tirosina

quinase, cicloxigenase e ornitina descarboxilase (CHINTHALAPALLY et al., 1993).

Experimentos de Swellam ef al. (2003) mostraram inibicdo significa do crescimento de
tumores, induzidos por N-[4-(5nitro-2-furil)-2 tiazolil] formamida (FANFT), inoculados no
subcutaneo de camundongos quando estes receberam administracdo oral ou injecdes intratumorais de
mel. Os autores também constataram que em estudos in vitro, com diversas linhagens de cancer de
bexiga humano, os efeitos do mel promoviam inibicio da proliferacio celular e queda das
aneuploidias, em relagdo aos controles.

Outros estudos mostraram que o mel auxiliou no combate ao cancer potencializando a atividade
anti-tumor dos quimioterdpicos S-fluoracil e ciclofosfamida (WATTENBERG, 1986; GRIBEL' &
PASHINSKII, 1990) e proporcionou agdo preventiva, quando administrado oralmente associado a
graos de Nigella, contra o estresse oxidativo induzido e também contra carcinogénese (MABROUK
et al., 2002). Orsolic et al. (2004) demonstraram que o mel pode exercer atividade anti-metastases

quando administrado antes da inje¢ao tumoral.
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Estudos recentes conduzidos por Jaganathan et al. (2009b) demonstraram que o mel induz

apoptose em células de cancer de colon, através de interrup¢do do andamento do ciclo celular, por

manter as células na fase G1 e ativacdo da caspase-3.

Os fenodis e polifendis contidos no mel, tais como: 4cido caféico, fenil-ésteres do dcido

caféico, crisina, galangina, quercetina, campeferol, acacetina, pinocembrina e apigenina (Figura

3), tem se apresentado como promissores agentes farmacoldgicos no tratamento do cancer

(JAGANATHAN & MANDAL, 2009a). Héa muito vem se demonstrando que os polifendis sdo

anticarcinégenos, antiinflamatdrios, antiaterogé€nicos, antitrombdticos, imunomodulatérios e

antioxidantes (COOK & SAMMAN, 1996; CATAPANO, 1997; LOKU et al., 1995; SALAH et al.,

1995).

Tabela 3. Fendis e Polifendis contidos no mel.

[a] =
Ph
HO. - c )-L i Q HO\{ ~
\I j/% “OH Hofj TQP;U\O/A\/ = %rj[‘rrl
- -
HO™ ™ HO* OH O
Acido caféico Fenil-éster do acido caféico Crisina
HO.\[_,;?.,, OT_,Ph Ho\(; o = HO ,/ml s} | o
. | | o
“ﬁ/\[\n/---..OH \Tj/\r ~oH “r - on
OH D on 0 9H G4y oH o OH
Galangina Quercetina Campeferol
//\\/’OH
HO\/,\[[O\l ﬁ\ HO\[j,mlrojfph HO. = O /&L
S \TJ L%/ o x\\r, \T =
OH O OH O OH ©
Acacetina Pinocembrina Apigenina

Fonte: JAGANATHAN & MANDAL, 2009a. Ph = fenil, Me = metil.

Estudos preliminares

demonstraram que a presenca de

crisina parece reduzir

a

biodisponibilidade de carcindégenos da dieta (GALIJATOVIC et al., 2001), além de funcionar de

maneira semelhante as drogas anastrozol e letrozol, quimioterdpicos utilizados contra o cincer de
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mama (JEONG et al. 1999; KAO et al., 1998), e induzir apoptose em linhagem leucémica in vitro
(WOO et al., 2004).

Bardy et al. (2008) comentam que a utilizacdo de mel no tratamento e cicatrizagdo de feridas,
até mesmo em pacientes oncoldgicos, estd bem fundamentada, no entanto, quando se avalia a
utilizagdo do mel no combate ao tumor propriamente dito, existem apenas evidéncias, e que, portanto,

mais estudos precisam ser realizados.

5.4 - Carcinossarcoma de Walker 256 e Modelo animal

O carcinossarcoma de Walker 256, originalmente um adenocarcinoma mamdrio, muito
agressivo e espontaneo em ratas, € considerado o melhor modelo experimental, assemelhando-se ao
quadro de cancer-caquexia humana (EMERY, 1999). Hoje essa linhagem é implantada em varios

tecidos para diferentes estudos.

Experimentos prévios realizados com animais portadores de tumor de Walker 256, que
receberam o homogeneizado de Aloe vera e mel, antes e/ou apés o implante tumoral, apontaram que
este tratamento, de modo geral, foi benéfico ao hospedeiro, resultando em diminui¢io do crescimento
tumoral além de melhorar o ganho de peso, preservacdo da composicdo corpdérea na forma de
nitrogénio e gordura (corporal e perirrenal), 0 que aponta para provavel diminuicdo da caquexia e da
espoliacio. Também houve evidéncias de que o composto provocaria diminui¢do no estresse

oxidativo gerado pelo tumor (TOMASIN, 2007).
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6 - OBJETIVOS
Em vista da importincia de pesquisas que visam alternativas terapé€uticas e também a
comprovacao de determinados padrdes da medicina popular, bem como em funcao de alguns achados
prévios, objetivamos verificar a agdo do extrato de Aloe vera e mel na prevencao e no tratamento de
cancer in vivo, analisando tanto o impacto no tecido tumoral quanto no hospedeiro, em modelo

cancer-caquexia em ratos.

6.1 - Objetivos especificos:

o Avaliar a evolucdo tumoral (quanto ao peso calculado e absoluto) dos animais portadores do
carcinossarcoma de Walker 256 submetidos ao tratamento com Aloe vera e mel.

o Analisar os parametros corporais (peso e ingestdo) e morfométricos dos diferentes tecidos (figado,
musculo gastrocnémio, coracdo, baco, gordura perirrenal, adrenais) do hospedeiro em funcdo da
evolucdo tumoral e composicdo corpdrea quimica dos animais portadores ou ndao de tumor,
tratados com Aloe vera e mel.

e No tecido tumoral, avaliar a proliferacdo celular in vivo durante o desenvolvimento do tumor nos
animais tratados e ndo tratados com Aloe vera e mel através de ensaio imunohistoquimico,
utilizando o antigeno nuclear Ki-67, que marca células em divisdo. Avaliar também, em funcdo do
tratamento com Aloe vera e mel a susceptibilidade a apoptose (imunohistoquimica para fatores
Bax (pré-apoptético) e Bel-2 (antiapoptose)), e teor de proteina, além das atividades enzimaticas
da fosfatase alcalina (indicativo de atividade celular), enzimas anti-oxidantes, além da
peroxidacdo de lipidios (indicativo de estresse oxidativo).

e Avaliacdo do hospedeiro a partir de andlises séricas (proteina total, albumina e glicose) e dos
tecidos hepdtico, muscular e cardiaco (conteido protéico, atividades enzimadticas: atividade
celular, pela fosfatase alcalina, enzimas anti-oxidantes e produtos do estresse oxidativo, e

imunohistoquimica do tecido hepatico).
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7 - MATERIAIS E METODOS

7.1 - Procedimento experimental
7.1.1 - Preparo do homogeneizado de Aloe vera e mel:

Quinhentos gramas de folhas maduras, sadias e provenientes de exemplar de planta adulta
Aloe vera, foram processados retirando-se apenas os espinhos laterais e homogeneizados, com auxilio
de processador mecanico (Politron), junto a quinhentos gramas de mel de flores silvestres adquiridos
da empresa Lambertucci — Industria, Comercio e Exportacdo Ltda (Registro no Ministério da
Agricultura S..F/DIPOA sob n°0001/325, Rio Claro/SP) e 30mL etanol 30%. O composto obtido foi

guardado a 4°C em recipiente escuro por 5 meses (ZAGO, 2004).

7.1.2 - Experimento 1: Acao de Aloe vera e Mel Sobre a Proliferacao Celular e Apoptose:

Ratos Wistar adultos (110 dias; peso médio de 450g, minimo de 5 animais por grupo) foram
distribuidos em quatro grupos, com acesso a dgua e alimentagdo (racdo comercial, Nuvlab) ad
libitum, e durante os 20 dias de experimento receberam, por gavagem, o homogeneizado de Aloe vera
e mel (grupos WAle ACI) ou soro fisioldgico (grupos CW1 e C1) na dose de dose de 670ul/kg de
peso corporal/dia:

CCl1: Controle — recebereu soro fisiologico, sem indu¢do de tumor;

CWI1: Controle-Tumor: recebeu inducdo de tumor e soro fisiologico, sendo no minimo de 5
animais sacrificados a cada 7 dias apds a inoculacdo do tumor ate o 21° dia apds implante;

AC1: Controle - Aloe vera mel: recebereu o homogeneizado de Aloe vera e mel, sem inducdo

de tumor;
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WA1: Tumor - Aloe vera mel: recebeu indu¢do do tumor e gavagem do homogeneizado de
Aloe vera e mel, onde minimo de 5 animais foram sacrificados a cada 7 dias apds a inoculagdo
tumoral ate o 20° dia apds implante;

A dose do homogeneizado administrada aos animais (670ul/kg de peso corporal/dia) foi
calculada de acordo com Sistema Alométrico (ou Célculo de Dosagem por Taxa Metabdlica do
Animal), através do qual é possivel realizar a conversdo de doses de medicamentos entre espécies de
acordo com suas respectivas taxas metabdlicas (FOWLER, 1993, adaptado pelo Médico Veterinario
Paulo Anselmo Nunes Felippe - Responsdvel pelo Zooldgico de Campinas, SP e membro da
CEEA/UNICAMP). O calculo da dosagem para os animais corresponde a 12,5 mL em humanos
(homem com peso médio de 70Kg).

A indugdo do carcinossarcoma de Walker 256 foi feita no primeiro dia do experimento através
da inoculagdo subcutanea, no flanco direito de cada animal, de aproximadamente 1 x 10° células
neopldsicas vidveis por inoculo, obtidas diretamente de animais doadores. Os animais com tumor
foram avaliados de acordo com a UKCCR (VALE et al., 2005), e o protocolo experimental deste
projeto foi aprovado pelo Comit€é em Experimentacdo Animal/Unicamp, sob nimero de protocolo
1400-1.

O sacrificio dos animais com tumor foi realizado apds 7, 14 e 20 dias da inoculacdo tumoral,
ou em estado pré-agonico. Foram coletados tecidos tumoral e hepatico para andlise da proliferaciao
celular por imunohistoquimica através de marcacdo nuclear do antigeno Ki-67 e dos fatores

citoplasmdticos Bax e Bcl-2.



30

7.1.3 - Experimento 2: Avaliacdo da Eficacia Terapéutica do Homogeneizado de Aloe vera e
mel:

Ratos Wistar jovens (21 dias, 60 gramas) foram ou ndo tratados com o homogeneizado de
Aloe vera e mel até a fase adulta (105 dias, 410 gramas), avaliando-se os efeitos terapéuticos.
Inicialmente os animais foram distribuidos em dois grupos: grupo A2, que recebeu o homogeneizado
de Aloe vera e mel por gavagem na dose de 670ul/kg de peso corporal/dia, durante 12 semanas (5
dias por semana) e o grupo C2 (controle), que recebeu, também por gavagem, soro fisioldgico no
mesmo volume da dose dos tratados. Os dois grupos tiveram acesso a dgua e alimentacdo ad libitum.

Ao final deste periodo de tratamento (12 semanas), os animais (105 dias de idade) foram
redistribuidos em seis grupos, com minimo de 7 animais por grupo:

O grupo A2 foi subdividido em trés grupos:

AC2: Controle - Aloe vera mel: os ratos continuaram a receber o homogeneizado sem
sofrerem indug@o de tumor;

AW2: Aloe vera mel - Tumor: apdés 12 semanas foi interrompida a gavagem do
homogeneizado e, entdo, os animais receberam inducio do tumor;

AWA2: Aloe vera mel -Tumor - Aloe vera mel: os animais continuaram recebendo o
homogeneizado apds a indugdo do tumor.

O grupo C2 foi subdividido em:

CC2: Controle: os ratos receberam apenas gavavem com soro fisioldgico;

CW?2: Controle-Tumor: ap6s 12 semanas, os animais continuaram a receber soro fisiolégico,

apo6s serem inoculados com tumor;

CWA2: Controle - Tumor - Aloe vera mel: os animais passaram serem tratados com

homogeneizado apds sofrerem a inducao do tumor.
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A indugdo tumoral foi realizada com inocula¢do de células neopldsicas no subcutdneo do
flanco direito, similar ao procedimento do primeiro experimento, conforme descricdo acima. A
avaliacdo da evolugdo tumoral foi feita duas vezes por semana pelo peso calculado do tumor, até o dia
do sacrificio (21 dias de crescimento tumoral); esse calculo foi obtido a partir das trés medidas
lineares do tumor (comprimento, largura e espessura) (GOMES et al., 1983).

Durante todo o segundo experimento, foi feita a medida de peso corpéreo dos animais e o
monitoramento de ingestdo de dgua e alimento uma vez por semana. Apos a inducdo de tumor, foi
verificada a incidéncia tumoral pela deteccdo do tumor palpavel, bem como o acompanhamento da
evolucdo tumoral. O ganho de peso corpéreo total, antes e apds a indugdo tumoral até o sacrificio (21
dias), foi calculado a partir da seguinte férmula:

Ganho de Peso (21dias) = (Ps— Py) — P;

Onde Py corresponde ao peso final do animal, no dia do sacrificio; P, corresponde ao peso do
tumor e P; corresponde ao peso inicial do animal, antes da indu¢do de tumor..

Apés 21 dias de implante tumoral ou momentos antes do estado pré-agdnico, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical, retirando-se sangue, 6rgaos e tecidos (figado, coragdo,
musculo gastrocnémio direito e esquerdo, bago, rins, adrenais, gordura perirrenal, tumor). Apds a
disseccdo desses tecidos foi registrado o peso da carcaga (corpo do animal sem o trato
gastrointestinal). Foram, entdo, registrados e determinados os pesos absoluto e relativo de todos os

orgdos e tecidos, e esses foram guardados a -20°C para posteriores analises bioquimicas.

7.2 - Analises do material coletado

7.2.1 — Analise do estresse oxidativo: Atividade Enzimatica tecidual
Os tecidos coletados foram homogeneizados em tampao HB e centrifugados a 13400 xg por 15

minutos. As amostras teciduais homogenizadas foram utilizadas para andlise da atividade das
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enzimas fosfatase alcalina, glutationa-S-transferase, catalase e superoxido dismutase, bem como para

andlise do teor de MDA e proteina total (BRADFORD, 1976).

Para andlise da fosfatase alcalina foi utilizado 10 pL do homogenizado em solugdo reagente de
p-NPP (4-nitrofenil fosfato disédico) a 37mM (MARTINS et al., 2001). A atividade da enzima foi

determinada em nmol/pg proteina.

Atividade enzimdtica da glutationa-S-transferase foi avaliada segundo método descrito por
Schiiffer et al. (1988), utilizando-se 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) a concentragdo de 1mM de
glutationa redutase, fazendo-se leitura em espectrofluorimetro nos tempos zero, 30 e 60 minutos em

280nm. Os resultados foram expressos como nmol por pg de proteina tecidual por minuto.

O procedimento bioquimico para determina¢do da atividade enzimdtica da catalase na amostra
foi realizada pela presenca de peroxido de hidrogénio e leitura em 480nm, segundo método de Cohen
et al. (1970). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias por ug de proteina tecidual por

minuto.

A determinacdo da superdxido dismutase (SOD) foi feita na amostra avaliando-se a degradacio
de horseradish peroxide e dimethylaniline como substrato para atividade da enzima incubada em 4-
aminofenazona, ap6s incubacdo com 400mMol de riboflavina, comparando-se a variacdo da leitura
em espectrofotometro (540nm). Os dados foram calculados como unidade arbitraria de densidade
Optica corrigida pela proteina tecidual, em comparagdo aos dados obtidos pelos animais dos

respectivos controles (TANG et al 2002).

A concentracdo de MDA na amostra foi avaliada segundo método descrito por Gomes-
Marcondes & Tisdale (2002), utilizando-se N-methil-2-fenilindol como reagente e HC1 (12N), contra
branco e padrao 1,1,3,3-tetrametoxipropano (0,1mM) em espectrofotometro a 570nm. Dados

expressos em nmol por pug de proteina tecidual.
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7.2.2 - Composicao Corporea
A composi¢@o corporea foi determinada quanto ao teor de dgua, por secagem, até obtencdo do
peso constante da carcaga do animal, e teor de gordura total da carcaca seca foi realizada utilizando-

se extragdo com solvente organico, éter de petréleo (VENTRUCCI et al., 2004).

7.2.3 - Imunohistoquimica
Amostras dos tumores e do tecido hepatico foram coletadas e fixadas em paraformaldeido (4%)
por 24 horas, seguindo-se entdo a inclusdo em parafina e confeccdo das laminas com cortes

histolégicos de Sum de espessura, obtidos com auxilio do micr6tomo.

Os ensaios imunohistoquimicos seguiram o seguinte protocololo, adaptado de Oliveira &
Bacchi (2002):

Os cortes foram desparafinizados com banhos de xilol, hidratados através de banhos em série
de dlcool etilico decrescente (100%, 90%, 80%, 70% e 50%) e lavados com PBS (tampao fosfato-
salinico, pH 7,4). A seguir foi realizado o bloqueio das peroxidases enddgenas com solugdo de H,O,
3%. A recuperagdo de epitopos foi realizada a partir de incubacdo em tampao citrato 0,01N pH 6,4,
em microondas, por dez minutos, sendo o primeiro em poténcia maxima e os demais em poténcia
média (Microondas Consul FacilelCompacto). Os cortes foram entdo incubados a 4°C overnight com
os respectivos anticorpos primdrios Ki-67 (rabbit polyclonal anti-Ki67; AnaSpec, Inc., San Jose, CA,
USA), Bax (monoclonal mouse anti-Bax; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) e
Bcl-2 (monoclonal mouse anti-Bcl-2; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) na
dilui¢do 1:100, seguida de nova lavagem com PBS e incubacdo por 60 minutos com anticorpo

secundério biotinilado adequado na dilui¢do de 1:400. Para amplificagdo do sinal, empregou-se kit
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ABC (EP-ABCu, Super ABC Kit, Easy Path) conforme recomendac¢des do fornecedor. A revelacio
foi feita com solucdo DAB (diaminobenzidina tetrahidroclorido) e entdo foi feita contra-coloragdo
com Hematoxilina de Harris, secagem overnight e montagem com Entelan (Sigma). Foi utilizado
sistema de aquisi¢do de imagem para contagem do numero de células positivas, utilizando-se
software Image Pro-Plus (Cybernetics, Silver Springer, USA) e sistema de captura de imagem de
microscopia de luz (microscépio 6ptico, Leica DMLS).
A porcentagem de células marcadas no tecido foi calculada com base no nimero de células
marcadas em relacdo ao total de células contadas. Foram contadas cerca de 300 células em trés

campos aleatorios, com drea fixa de 12pm2 (LING-FEI et al., 2006 e FOGLIENI et al., 2001).

7.2.4 - Dosagens séricas:
O sangue coletado foi submetido a centrifugacio, 13400 xg, por 15 min, para a obtencdo do
plasma que posteriormente foi utilizado para dosagem de glicose (kit para glicose enzimdtica

LABORLAB), proteina sérica total e albumina (kits LABORLAB).

7.3 Anilise Estatistica

Foram utilizados métodos estatisticos adequados, para cédlculo das médias e erro padrao das
médias. Para comparacdo das medias dos animais do primeiro experimento, utilizou-se comparagao
por Teste-t studant ndo pareado. Para analise estatistica para os animais do segundo experimento e
comparacdo dos multiplos grupos por ANOVA (Andlise de Variancia one-way) seguido de teste
Bomferroni. Para ambas analises, determinou-se significancia estatistica para P menor que 5% (GAD

& WEIL, 1994).
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO
8.1 - Experimento 1 - Proliferacao Celular e Apoptose:

Nossos resultados mostram que o efeito negativo sobre o crescimento tumoral provocado pelo
homogeneizado de Aloe vera e mel pdde ser notado através do tamanho atingido pelo tumor ao longo
dos dias apds implante tumoral (Figura 4), onde a média dos tumores coletados no sétimo, décimo
quarto e vigésimo dia de implantacdo de animais tratados (WA1) apresentaram-se menores em

relacdo aos tumores de animais ndo tratados (CW1), sendo esta diferenca acentuada ao longo do

tempo.
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Figura 4. Porcentagem de peso relativo do tumor (%) apds 7, 14 e 20 dias de implante. CW1: Controle Tumor (barras
escuras), WA1: Tumor - Aloe vera (barras claras).

Os dados obtidos corroboram pesquisas que demonstram que Aloe vera e seus componentes
atuam sobre o tumor, sendo capaz de reduzir a massa tumoral, os focos e freqiiéncia de metéstases
(GRIBEL' & PASHINSKII, 1986; PENG et al., 1991 e MERRIAM et al., 1996). Inibicao de

crescimento tumoral também foi obtida através da utilizacdo de mel (SWELLAM et al., 2003).

O tecido tumoral coletado neste experimento foi entdo submetido a imunohistoquimica para
deteccdo da proteina nuclear Ki-67, a fim de verificar as taxas de proliferacio celular; e das proteinas

Bax, que possui atividade pré-apoptética; e Bel-2, que posssui atividade anti-apoptética.

A porcentagem de células expressando Ki-67 em um determinado grupo celular (Ki67-LI)

representa a fracdo em crescimento da populacdo celular analisada. A expressdo do antigeno nuclear
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Ki-67 foi estatisticamente menor para os tumores dos animais tratados com Aloe vera e mel (WA1)
em relagdo aos controles (CW1), no 14° e 20° dia apds implante tumoral (Figuras 5 e 6) (Controle
negativo para confirmacio da reacdo foi realizado para esse ensaio, colocando-se as laminas para
reacdo apenas com o anticorpo secunddrio, seguido do procedimento de marcacdo e coloragdo,

conforme explicado em “Materiais e Métodos”; as imagens estdo apresentadas no Anexo 1).

Il‘ i

i ] = A . 1 3 (N
Figura 5. Expressdo de Ki-67 em cortes de tumores dos grupos controles e tratados com homogenizado Aloe vera e mel.
CW = Controle-Tumor; WA = Tumor-Aloe vera e mel, ambos os grupos referente ao primeiro experimento; 7d = ap6s 7
dias de desenvolvimento; 14d = ap6s 14 dias de desenvolvimento; 20d apds 20 dias de desenvolvimento. Os nucleos das
células que contém Ki-67 apresentam-se escuros. Aumento histologico de 400x.
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Figura 6. Ki67-LI determinado nos cortes histoldgicos dos tumores dos grupos experimentais controle e tratados com
homogenizado de Aloe vera e mel ao longo do tempo de desenvolvimento tumoral. CW1: Controle Tumor (barras
escuras), WA1: Tumor - Aloe vera (barras claras). * P<0.05 para comparacio entre o grupo controle (CW1) e grupo
tratado (WA1).

No cancer, o alto valor do Ki67-LI implica em rdpido crescimento e, em muitos casos, esta
relacionado a agressividade do tumor e ao baixo progndstico (BUSH et al., 1991; SCHOLZEN &
GERDES, 2000). A redu¢do observada no Ki67-LI dos tumores do grupo WAI1 sugere que a
administragdo de Aloe vera e mel foi capaz de desacelerar a progressdo tumoral através da diminuicao
da taxa de proliferacdo celular.

Outro mecanismo usualmente envolvido no controle da progressao e crescimento tumoral € o
processo de morte celular, especialmente a apoptose, principal mecanismo de morte celular presente
em Orgdos e tecidos sauddveis, e, deficiente no cancer. Sabe-se que proteinas da familia da Bcl-2
estdo envolvidas na regulacdo do processo apoptético. Entre elas, a Bax possui atividade pro-
apoptoética enquanto a propria Bcl-2 apresenta atividade anti-apoptotica (VAUX et al., 1988; OLTVAI
et al., 1993). Sendo assim, o balango entre a quantidade de Bax e Bcl-2 poderia determinar a
ocorréncia de apoptose.

Nos tumores analisados, a expressdo do fator pré-apoptético Bax incialmente ndo apresentou
diferencas entre os dois grupos; no entanto; no 20° dia apds a inducdo tumoral houve significativa
queda na expressao em CW1, quando comparado aos dias acessados anteriormente (CW1 no 7° dia e

no 14° dia) e, concomitantemente, houve expressivo aumento na expressao em WA1 (Figuras 7 e 8)
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(conforme descrito anteriormente, controle negativo para confirmagdo da reacdo também foi

realizado para esse ensaio; as imagens estdo apresentadas no Anexo 2).

mel. CW = Controle-Tumor; WA = Tumor-Aloe vera e mel, ambos os grupos referentes ao primeiro experimento; 7d =
apos 7 dias de desenvolvimento; 14d = ap6s 14 dias de desenvolvimento; 20d apdés 20 dias de desenvolvimento. As
células que expressam Bax apresentam citoplasma marrom. Aumento histologico de 400x.
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Figura 8. Expressao da proteina Bax determinada nos cortes histolégicos dos tumores dos grupos experimentais controle e
tratados com homogenizado de Aloe vera e mel ao longo do tempo de desenvolvimento tumoral. CW1: Controle Tumor
(barras escuras), WA1: Tumor - Aloe vera e mel (barras claras). * P<0.05 para comparacio entre o grupo controle (CW1)
e grupo tratado (WAT).

Esses dados sugerem que, sem tratamento, a tendéncia ao longo do desenvolvimento tumoral,
especialmente nas fases finais, € de diminuicdo da expressio de Bax, como jia mencionado,
importante fator pré-apoptotico. A administragcdo oral de Aloe vera e mel poderia atuar de maneira a
reverter esta tendéncia, podendo até mesmo aumentar a expressdo de Bax apds periodo maior de
tratamento.

Atuando funcionalmente de maneira oposta a Bax, a proteina anti-apoptotica Bcl-2 foi menor
nos tumores advindos de animais tratados com Aloe vera e mel (WA1) que a apresentada por tumores
controle (CW1), especialmente nos periodos inicial e intermedidrio do experimento (Figuras 9 e 10)
(Controle negativo para confirmacdo da reagdo também foi realizado para esse ensaio; as imagens

estdo apresentadas no Anexo 3) .
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Figura 9. Expressdo da proteina Bcl-2 em cortes de tumores dos grupos controles e tr
e mel. CW = Controle-Tumor; WA = Tumor-Aloe vera e mel, ambos os grupos referentes ao primeiro experimento; 7d =
apos 7 dias de desenvolvimento; 14d = ap6s 14 dias de desenvolvimento; 20d apés 20 dias de desenvolvimento. As
células que expressam Bax apresentam citoplasma marrom. Aumento histolégico de 400x.
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Figura 10. Expressdo da proteina Bcl-2, determinada nos cortes histoldgicos dos tumores dos grupos experimentais
controle e tratados com homogenizado de Aloe vera e mel ao longo do tempo de desenvolvimento tumoral. CW1:

Controle Tumor (barras escuras), WA1: Tumor - Aloe vera e mel (barras claras). * P<(0.05 para comparagdo entre o grupo
controle (CW1) e grupo tratado (WA1).

células marcadas (%)

A superexpressdo de Bcl-2 é uma caracteristica comum a diversos tipos de tumores,
especialmente dos reincidentes e quimioresistentes (REED et al., 1996; KRAJEWSKA et al., 1996;
BORNER et al., 1999; VILLAR et al., 2001; TOTHOVA et al., 2002), sendo um importante alvo para
novas terapias anticancer (AN et al., 2004).

Houve queda significativa na expressao de Bcl-2 apresentada pelos tumores WA1 em relagédo
aos CWI logo no inicio do periodo experimental (7° dia de implantacdo), sugerindo possivel
modulacio gerada pela administracido de Aloe vera e mel. Embora a amplitude de expressao de Bcl-2
tenda a se aproximar entre os grupos CW1 e WAL ao longo do periodo experimental, um dado muito
importante e que foi considerado € a razdo entre Bax e Bcl-2 (Figura 11), uma vez que ja foi proposto
que a relacdo Bax/Bcl-2 poderia governar a sensibilidade das células aos estimulos apoptéticos

(GAZZANIGA et al., 1996; THOMAS et al., 1996).
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Relacao Bax/Bcl-2 (Tumor)
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Figura 11. Relacdo Bax/Bcl-2 determinada através da expressdo das proteinas Bax e Bcl-2 nos cortes histolégicos dos
tumores dos grupos experimentais controle e tratados com homogenizado de Aloe vera e mel ao longo do tempo de
desenvolvimento tumoral. CW1: Controle Tumor (barras escuras), WA1: Tumor - Aloe vera (barras claras). * P<0.05 para
comparagdo entre o grupo controle (CW1) e grupo tratado (WAT1).

A andlise da relacdo Bax/Bcl-2 apresentou elevagdo no grupo tratado (WA1) em todos os dias
acessados ao longo do experimento, com significancia nos 7° e 20° dias apds implante, o que sugere
aumento na propensao a apoptose nos tumores cujos animais receberam tratamento com Aloe vera e
mel. Em concordidncia com os resultados obtidos, trabalhos ji demonstraram que diversos
componentes da Aloe vera ou do mel podem modular a apoptose através de uma gama de
mecanismos diferentes, entre eles regulacdo sobre proteinas da familia da Bcl-2 (LIN et al., 2006;
CHOI et al., 2008). Outros estudos ainda demonstraram sinergismo entre os componentes de Aloe
vera no aumento da eficiéncia para indugdo de apoptose (KAMETANI et al., 2007).

A fim de avaliar o impacto tanto do tumor, quanto do tratamento oral com Aloe vera e mel
sobre outros tecidos hospedeiros, foram feitas andlises imunohistoquimicas para determinar a
expressao de Ki-67, Bax e Bcl-2 no tecido hepdtico desses mesmos animais e de animais sauddveis
tratados (CA1) ou ndo (CC1) com Aloe vera e mel.

A expressdo do antigeno nuclear Ki-67 no tecido hepético também apresentou variagdes entre
os grupos e ao longo do experimento (Figuras 12 e 13, Controle negativo no Anexo 4). O Ki-67-LI

tendeu a aumentar no grupo tratado com Aloe vera e mel (WA1) apenas no inicio do desenvolvimento
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tumoral (Figura 13), o que poderia refletir em tentativa do hospedeiro aumentar a capacidade de
metabolizagdo dos fatores toxicos liberados pelo tumor. No entanto, nos dias subseqiientes (décimo
quarto e vigésimo), houve tendéncia a queda no indice de proliferacdo celular (Ki-67-LI) hepatico
tanto no grupo ndo tratado (CW1) quanto no tratado (WA1), podendo ser influenciado tanto por
aumento na taxa de morte celular quanto por altera¢des no ciclo celular (MAJNO & JORIS, 1995;
DAI'Y & GRANT, 2007). O figado apresenta capacidade de proliferacdo e regeneracdo em situacdes
adversas (FAUSTO et al., 2006, KUNG & FORBES, 2009). J4 foi demonstrado que Aloe vera, mel e
alguns de seus componentes manteriam a capacidade proliferativa normal em células sauddveis, ao
mesmo tempo que provocariam danos em células tumorais (CHOI er al., 2001; ESUAA &

RAUWALDB, 2006; NERADIL et al., 2003; BRAGANHOL et al., 2006; CHIANG et al., 2006).
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Figura 12. Expressdo de Ki-67 em cortes de tecido hepdtico dos grupos controles e tratados com homogenizado Aloe vera
e mel com e sem implante tumoral. CC = Controle; CA= Controle-Aloe vera e mel; CW = Controle-Tumor; WA =
Tumor-Aloe vera e mel, os quatro grupos referem-se ao primeiro experimento; 7d = apds 7 dias de desenvolvimento; 14d
= apds 14 dias de desenvolvimento; 20d = apds 20 dias de desenvolvimento. As setas apontam exemplos de nticleos
positivos para Ki-67 (mais escuros). Aumento histolégico de 400x.
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Ki-67-LI (Figado)
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Figura 13. Ki67-LI determinado nos cortes histolégicos do tecido hepdtico dos grupos experimentais controle e tratados
com homogenizado de Aloe vera e mel ao longo do tempo de desenvolvimento tumoral.. — CC1 = Controle; CAl=
Controle-Aloe vera e mel; CW1: Controle Tumor, WA1: Tumor - Aloe vera.

A andlise da expressio da proteina pro-apoptotica Bax no figado através de
imunohistoquimica (Figura 14, Controle negativo no Anexo 5) sugere tendéncia a elevacdo no
nimero de células Bax-positivas no grupo ndo tratado (CWI1) apenas no décimo quarto dia de
evolugdo tumoral, enquanto o grupo tratado (WA1) apresenta valores proximos aos controles CC1 e
CAl (Figura 15). A administragdo de Aloe vera e mel provavelmente auxiliou na modulagdo da
expressdo de Bax mesmo na presenca de estimulos nocivos advindos do metabolismo do tumor em

crescimento.
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Figura 14. Expressao da protelna Bax em cortes de temdo hepatico dos grupos controles e tratados com homogenizado
Aloe vera e mel com e sem implante tumoral. CC = Controle; CA= Controle-Aloe vera e mel; CW = Controle-Tumor;
WA = Tumor-Aloe vera e mel, os quatro grupos referem-se ao primeiro experimento; 7d = apds 7 dias de
desenvolvimento; 14d = apds 14 dias de desenvolvimento; 20d apds 20 dias de desenvolvimento. As células que
expressam Bax apresentam citoplasma marrom (Setas vermelhas apontam alguns exemplos). Aumento histolégico de
400x.
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Células Bax-Positivas (Figado)
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Figura 15. Expressdo da proteina Bax determinada nos cortes histolégicos do tecido hepdtico dos grupos experimentais
controle e tratados com homogenizado de Aloe vera e mel ao longo do tempo de desenvolvimento tumoral. — CC1 =
Controle; CAl= Controle-Aloe vera e mel; CW1: Controle Tumor, WA1: Tumor - Aloe vera.

Paralelamente, a expressao da proteina anti-apoptética Bel-2 no figado dos animais portadores
de tumor também variou entre os grupos tratados (WA1) ou ndao (CW1) com Aloe vera e mel, bem
como com o tempo de implante tumoral (Figuras 16 e 17, Controle negativo no Anexo 6).
Inicialmente (sétimo dia de implante), a expressdo de Bcl-2 pelas células hepdticas tendeu a aumentar
nos dois grupos (CW1 e WAI), sendo este aumento provavelmente resposta aguda na tentativa de
sobreviver aos fatores advindos do tumor liberados na circulacdo. No entanto, a expressdo de Bcl-2
caiu progressivamente ao longo do periodo experimental também nos dois grupos de animais

portadores de tumor.
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Figura 16. Expressdo da proteina Bcl-2 em cortes de tecido hepatico dos grupos controles e tratados com homogenizado
Aloe vera e mel com e sem implante tumoral. CC = Controle; CA= Controle-Aloe vera e mel; CW = Controle-Tumor;
WA = Tumor-Aloe vera e mel, os quatro grupos referem-se ao primeiro experimento; 7d = apds 7 dias de
desenvolvimento; 14d = apds 14 dias de desenvolvimento; 20d apds 20 dias de desenvolvimento. As células que
expressam Bcl-2 apresentam citoplasma marrom (Setas vermelhas apontam alguns exemplos). Aumento histolégico de
400x.
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Células Bcl-2-Positivas (Figado)

15+
<
8 10
T
1]
o
Y
©
£
(/2]
°
2 57
N
o
O i
CC1 CAf1 CW1 WAI1 CW1 WAT1 CW1_WAI1
7 dias 14 dias 20 dias
Grupos

Figura 17. Expressdo da proteina Bcl-2 determinada nos cortes histoldgicos do tecido hepatico dos grupos experimentais
controle e tratados com homogenizado de Aloe vera e mel ao longo do tempo de desenvolvimento tumoral. CC1 =
Controle; CA1= Controle-Aloe vera e mel; CW1: Controle Tumor, WA1: Tumor - Aloe vera.

Os dados relativos a expressio de Bax e Bcl-2 dificilmente poderiam ser analisados
separadamente, uma vez que o equilibrio entre as duas proteinas modula a ocorréncia de apoptose. E
a relacdo entre a expressao de fatores pré-apoptéticos (no caso, Bax) e anti apoptéticos (no caso, Bel-
2) que ditam o rumo das células: morte ou sobrevivéncia. Portanto, analisando-se a relagao Bax/Bcl-
2, que indica susceptibilidade a apoptose, foi possivel observar tendéncia a elevacdo no grupo CW1,
no 14° e 20° dia de desenvolvimento tumoral, enquanto que em WAI, comparando-se ao grupo
controle tratado com Aloe vera (CAl), essa tendéncia a elevacdo evidenciou-se apenas no final do
desenvolvimento tumoral (Figura 18), sugerindo que a administracdo de Aloe vera e mel retardaria a
ocorréncia de apoptose, quando ainda no inicio do desenvolvimento tumoral, e conseqiientemente

minimizaria o dano hepatico decorrente do desenvolvimento tumoral, observado pelo aumento do

indice de apoptose no 20° dia (Figura 18).
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Relacao Bax/Bcl-2 (Figado)
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Figura 18. Relagdo Bax/Bcl-2 determinada através da expressdo das proteinas Bax e Bcl-2 nos cortes histologicos dos
figados dos grupos experimentais controle e tratados com homogenizado de Aloe vera e mel ao longo do tempo de
desenvolvimento tumoral. CC1 = Controle; CA1= Controle-Aloe vera e mel; CW1: Controle Tumor, WA1: Tumor - Aloe
vera.

O figado exerce papel central e de fundamental importincia na metaboliza¢do de drogas e
toxinas. Fatores humorais e imunoldgicos, liberados tanto pelo tumor quanto por tecidos hospedeiros
provavelmente contribuem para o aparecimento de disfungdes, lesdes e sequelas hepaticas (SUZUKI
et al., 1993; FIELD et al., 2008; WATCHORN et al., 2001).

Fatores liberados no quadro de cancer diminuem a atividade de alguns tipos de citocromos,
cujo papel € auxiliar na metabolizacio e elimina¢@o de drogas, toxinas e outras substancias (BERTZ
& GRANNEMAN, 1997; RIVORY et al., 2002). O TNF- a estd dentre as citocinas cuja expressao
estd elevada em pacientes oncoldgicos, e de maneira andloga, em ratos portadores do
carcinossarcoma de Walker 256 (MANTOVANI et al., 2002; TISDALE, 2008; PERROUD et al.,
2006; REBECA et al., 2008). Além disso, o TNFa ¢ um dos principais mediadores endégenos de
hepatotoxicidade, sendo capaz de provocar a apoptose dos hepatdcitos (MANTOVANI et al., 2004;
LEIST et al., 1995). Outro fator liberado pelo tecido tumoral, também capaz de provocar alteracdes

metabdlicas nos tecidos hospedeiros, € o PIF. No caso especifico do figado, PIF parece atuar de
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maneira a alterar o metabolismo e a sintese protéica normal da célula hepatica (WATCHORN et al.,
2001; TISDALE, 2004).

Os dados obtidos, no presente trabalho, sugerem que a administracdo de Aloe vera e mel
aparentemente auxiliou na prevencdo de dano hepdtico provocado pelo tumor, inicialmente
aumentando a proliferacdo celular (Figuras 12 e 13), possivelmente visando melhoria na capacidade
de metabolizacdo hepdtica de fatores liberados pelo tumor, e, retardando a susceptibilidade a
apoptose, via modulacdo na expressdo das proteinas Bax e Bcl-2 (Figuras 14, 15, 16, 17 e 18).
Combinando-se esses resultados pode-se inferir que o tratamento realizado tendeu a atenuar a
hepatotoxicidade caracteristicamente promovida por fatores imunolégicos e humorais associados ao
desenvolvimento do cancer. Os resultados observados podem ter sido provocados (1) diretamente, por
acdo de componentes da Aloe vera e do mel no préprio tecido hepatico (KIM et al., 2009,
GBADEGESIN et al., 2009), (2) indiretamente, por modular o crescimento tumoral, fazendo com que
o tumor liberasse menor quantidade de fatores potencialmente ativos na circulagdo, ou ainda por (3)
associacdo dos dois processos.

A andlise integrada dos resultados obtidos para o tecido tumoral e tecido hepatico quanto a
proliferacido (Ki-67-LI) e tendéncia a apoptose (relacdo Bax/Bcl-2) sugere modulacdo diferencial e
oposta da Aloe vera e mel nestes dois tecidos, de modo a diminuir as taxas de proliferagdo e propiciar
a apoptose no tecido tumoral enquanto manteve a capacidade proliferativa e retardou a tendéncia a
apoptose no tecido hepético. Dessa maneira, em suma, Aloe vera e mel aparentemente atuaram contra

o tecido tumoral enquanto preservaram os tecidos hospedeiros.
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8.2 - Experimento 2: Avaliacao da Eficacia Terapéutica do Homogeneizado de Aloe vera e mel:
8.2.1 - Ingestiao e Ganho de Peso:

O monitoramento da ingestdo de alimentos ao longo do experimento revelou, em todos os
grupos experimentais (CC2, CW2, CWA2, AC2, AW2 e AWA?2), aumento da quantidade média
ingerida ao longo das primeiras semanas, condizente com a fase de crescimento dos animais seguida
de platd, que se manteve até a semana da inducdo tumoral. A partir dessa fase, os grupos controle
(CC2 e AC2) mantiveram a ingestdo alimentar constante, enquanto que todos 0s grupos com tumor
(CW2, CWA2, AW2 e AWA2) apresentaram queda na ingestdo (Figura 19). A anorexia é um dos
sintomas do quadro de fadiga relacionada ao cancer (RYAN et al., 2007), e é desencadeada por
fatores liberados pelo tumor, tais como as citocinas proinflamatérias (TISDALE 1997, 2005;

ARGILES et al., 2006; CONNAN et al., 2007).
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Figura 19. Quantidade média de alimento consumido diariamente por todos os grupos experimentais controle e tratados
com Aloe vera e mel ao longo das semanas experimentais. CC2: Controle, CW2: Controle Tumor, CWA?2: Controle -
Tumor - Aloe vera, AC2: Controle - Aloe vera, AW?2: - Aloe vera —Tumor, AWA2: Aloe vera -Tumor - Aloe vera. A seta
indica a semana da inducdo de tumor, correspondendo a 21 dias de crescimento tumoral. * P<0,05 comparando-se os
animais portadores de tumor em relagdo ao respectivo controle (CC2 e CA2).
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A ingestdo de dgua, para todos os grupos experimentais (CC2, CW2, CWA2, AC2, AW2 e
AWA?2), também aumentou inicialmente e tendeu a um platd, porém, praticamente o perfil ndo se

alterou apds a inducao de tumor (Figura 20).
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Figura 20. Quantidade média didria de d4gua consumida por todos os grupos experimentais controle e tratados com Aloe
vera e mel ao longo das semanas experimentais. Legenda vide Figura 19.

Os dados relativos ao ganho de peso demonstraram que os animais passaram a ganhar menos
peso conforme atingiram a idade adulta, tendendo ao ganho de peso corporal entre 1 e 3g por dia.
Porém, ap6s a inducdo de tumor, ocorreu queda no ganho de peso, passando a ocorrer maior perda de
peso nos grupos CW2 e AWA?2 (Figura 21). Embora o desvio padrdo seja elevado, pdde-se observar
tendéncia dos grupos CWA2 e AW2 a manterem os valores de ganho de peso semelhantes aos dos
controles CC2 e AC2. Essa observagao reforca a hipotese de que, na vigéncia do cancer, além da
anorexia (que provoca perda de peso devido a queda na ingesta), a caquexia também provoca perda
de peso de maneira involuntdria (mesmo se a ingestao estiver normal) devido a espoliacdo de reservas

protéicas e lipidicas (TISDALE, 1997, 1999, 2009a; EMERY, 1999; RYAN et al., 2007).
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Figura 21. Ganho de peso médio (em gramas) dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e mel, com e
sem implante tumoral, ao longo das semanas experimentais. Legenda vide Figura 19.

O ganho de peso corpéreo final, apés 21 dias de desenvolvimento tumoral revelou perda de
peso em todos os grupos com tumor, sendo esta mais acentuada e estatisticamente significativa nos
grupos CW2, AW2 e AWA?2 (Figura 22), corroborando a hip6tese de maior espoliagdo nestes grupos e
de possivel efeito benéfico da administracdo de Aloe vera e mel de maneira terapéutica (grupo
CWA2) na preservacdo do hospedeiro, como ja observado para outros tratamentos alternativos e
coadjuvantes (KWON et al., 2007, RUSSELL & TISDALE, 2005; HILDENBRAND et al., 1995;
VICKERS & CASSILETH, 2001). A manutencao da integridade fisica do portador de tumor através
da diminuic@o da espoliagdo e da caquexia € importante e necessdria, pois aumentaria a sobrevida e
possibilitaria ao paciente suportar o agressivo tratamento do cancer (DE WYS, 1986; TISDALE,

2000, 2009a).
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Figura 22. Porcentagem de ganho de peso médio final, apds 20 dias de experimento ou implante tumoral, dos grupos
experimentais controle e tratados com Aloe vera e mel, com e sem implante tumoral,ao longo das semanas experimentais.
Legenda vide Figura 19. * P<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao respectivo controle.

8.2.2 — Anélises Morfométricas:

Para avaliar o impacto dos diferentes tratamentos com homogeneizado de Aloe vera e mel,
tanto sobre o tecido tumoral quanto sobre o hospedeiro, inicialmente foram realizadas andlises
morfométricas dos orgaos e tecidos coletados.

A porcentagem de peso relativo da carcaga foi significativamente menor em todos 0s grupos
com tumor (CW2, CWA2, AW2 e AWA2) em relagdo aos respectivos controles (CC2 e AC2; Figura
23), o que aponta para perda de massa corporal devido a espoliagdo induzida pelos efeitos do

crescimento do tumor (SAINI et al., 2006).
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Figura 23. Porcentagem de peso relativo médio da carcaca dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e

mel, com e sem implante tumoral,. Legenda vide Figura 19. a P<0.05 diferenca estatisticamente em relacdo ao grupo

CC2; b P<0,05 diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo AC2, segundo método Andlise de Varidncia

(ANOVA).
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Corroborando com o quadro de cancer-caquexia apresentado, embora ndo tenha sido
estatisticamente significativo, verificou-se decréscimo do peso relativo do musculo gastrocnémio em
todos os grupos portadores de tumor (CW2, CWA2, AW2 e AWA2) em relagdo aos respectivos
controles, porém essa queda foi mais acentuada no grupo que ndo recebeu tratamento com
homogeneizado de Aloe vera e mel em nenhum periodo experimental (CW2) (Figura 24). Esses
dados sugerem que provavelmente agentes especificos contidos no homogenizado Aloe vera e mel
puderam auxiliar na manuten¢do da musculatura esquelética, combatendo a caquexia.
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Figura 24. Porcentagem de peso relativo médio do musculo gastrocnémio dos grupos experimentais controle e tratados
com Aloe vera e mel, com e sem implante tumoral. Legenda vide Figura 19. Sem diferenca estatisticamente significativa,
segundo método Anélise de Variancia (ANOVA).

A pronunciada perda de peso corpéreo (Figura 22), decréscimo no peso relativo da carcaca
(Figura 23) e do miusculo gastrocnémico (Figura 24), sio comumente promovidos por fatores
indutores de caquexia liberados pelo tumor, entre eles, TNF-a, PIF, fator de mobilizacdo de lipidios,
além de catecolaminas liberadas pela medula da adrenal em decorréncia ao estresse gerado pelo
cancer (TISDALE 2009b; AGUSTSSON et al., 2007; JOCKEN et al., 2008). Esses fatos evidenciam
a presencga do quadro de caquexia associada ao cancer, mais severo no grupo CW2, e da espoliacdo de
reservas, sobretudo das fontes ricas em proteinas (TISDALE 1999, 2009a). O aparente efeito protetor
dessas reservas promovido pela administracdo de Aloe vera e mel, sobretudo apds a inducao tumoral
(CWA2), é essencial para a sobrevivéncia do hospedeiro, uma vez que em pacientes, a perda acima de

30% da massa corporal normal € invariavelmente fatal (BRENNAN, 1986).
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Observou-se elevacdo do peso relativo do figado em todos os grupos com tumor (CW2,
CWA2, AW2 e AWA2) e no grupo Controle - Aloe vera (AC2), sendo este aumento estatisticamente
significativo em CW2 (Figura 25). A hepatomegalia provavelmente reflete em dois aspectos
principais: acimulo de proteina C reativa, que € sintetizada no figado durante a fase inflamatéria
aguda, ou edema, ambos condizentes com a patologia do céncer, especialmente em estdgios

avangados (MORRIS-STIFF et al., 2008 e HONNOR, 2008).
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Figura 25. Porcentagem de peso relativo médio do figado dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e
mel, com e sem implante tumoral,. Legenda vide Figura 19. * P<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao respectivo controle.

Quanto ao peso relativo do coragdo, houve manutengdo do peso similar ao controle em todos
os grupos experimentais (Figura 26).
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Figura 26. Porcentagem de peso relativo médio do corag@o dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e
mel, com e sem implante tumoral,. Legenda vide Figura 19. Sem diferenca estatisticamente significativa, segundo método
Analise de Varidncia (ANOVA).
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Os fatores mediadores de caquexia liberados pelo tumor (tais como o PIF) modulam a
espoliacdo protéica especificamente na musculatura esquelética, contudo nio atuam sobre a
musculatura cardiaca (LORITE et al., 2001; TISDALE 2009b), o que explica a invariabilidade entre

0s grupos experimentais em relagdo ao peso relativo do coracao (Figura 26).

Observou-se esplenomegalia significativa em todos os grupos com tumor (CW2, CWA2, AW?2

e AWA2) (Figura 27).
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Figura 27. Porcentagem de peso relativo médio do baco dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e
mel, com e sem implante tumoral,. Legenda vide Figura 19. * P<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao respectivo controle.

A esplenomegalia estd relacionada com a resposta imunoldgica ja que o baco agrega linfdcitos
e € um dos sitios onde ocorre a apresentacdo de antigenos (LIU et al., 2008). Porém h4 evidéncias de
que a ativacdo cronica do sistema imune do hospedeiro, promovida pelo tumor, estaria envolvida na
génese e manutenc¢do do quadro de cancer-caquexia (MANTOVANI et al., 1998, 2004). Portanto, o
aumento do bago ndo significa maior reatividade do sistema imunoldgico contra o tumor, € sim a
caracterizagdo dos efeitos tumorais principalmente relacionados a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias e relacionadas ao processo caquético (TISDALE 1997, 2005; CONNAN et al., 2007).
As citocinas/fatores ativos, que os tecidos hospedeiros e/ou tumor liberam, podem aumentar a

proliferacdo de células, para que haja sintese de citocinas, mas que ndo necessariamente atuem contra

o tecido tumoral. Nao hd apresentacdo de antigenos uma vez que o tumor imunologicamente nao é
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reconhecido, mas hd predominio dos seus efeitos espoliativos devido as respostas dos tecidos do
hospedeiro em secretar citocinas (ARGILES et al., 2006).

Os dados obtidos quanto a quantidade de gordura perirrenal revelaram tendéncia a queda em
CW2 e AWA2, enquanto que os grupos CWA2 e AW2 mantiveram valores similares ao controle. O
grupo AC2 apresentou maior actimulo de gordura perirrenal que o controle CC2 (Figura 28).
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Figura 28. Porcentagem de peso relativo médio do depdsito de gordura perirrenal dos grupos experimentais controle e
tratados com Aloe vera e mel, com e sem implante tumoral,. Legenda vide Figura 19. * P<0,05 indica diferenca
estatisticamente significativa em relag@o ao respectivo controle.

A quantidade de reserva lipidica também € muito importante para se avaliar o impacto tumoral
sobre o hospedeiro com relagdo a espoliacdo e caquexia (TISDALE 2009b). O estresse causado pelo
desenvolvimento tumoral aumenta a liberacdo de catecolaminas, que sdo capazes de provocar lipdlise
(AUGUSTSSON et al., 2007; JOCKEN et al., 2008). Além disso, tumores que provocam caquexia
liberam fatores de mobilizac¢do de lipidios capazes de promover liberagdo da gordura armazenada nos
adipdcitos (HOLLANDER et al., 1986; BECK et al., 1990; BING et al., 2006), diminuindo as
reservas de gordura corporal e liberando 4cidos graxos na circulacdo sanguinea, possibilitando assim
utilizacdo destes pelo tumor ou fornecimento de energia para outros 6rgdos e tecidos, alem disso,
também apds conversdo dos dcidos graxos livres em corpos cetOnicos pelo figado, podem ser
utilizados pelo cérebro (TISDALE 2009b). Possivelmente, a administracdo de Aloe vera e mel de
maneira terapéutica (CWA?2), possibilitou auxiliar na preservacdo de reserva lipidica, o que ja foi

observado para outros tratamentos adjuvantes (RUSSELL & TISDALE, 2005).
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O tamanho dos rins manteve-se semelhante em todos os grupos experimentais, nao indicando,
portanto, faléncia ou edema renal nos animais com tumor (Figura 29).
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Figura 29. Porcentagem de peso relativo médio dos rins dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e
mel, com e sem implante tumoral. Legenda vide Figura 19.

Observou-se também aumento no peso relativo das glandulas adrenais em todos os grupos
com tumor (CW2, CWA2, AW2 e AWA2) em relagdo aos respectivos controles, porém o aumento foi

menos pronunciado e ndo significativo em CWA?2 (Figura 30).
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Figura 31. Porcentagem de peso relativo médio das adrenais dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e
mel, com e sem implante tumoral,. Legenda vide figura 19. * P<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em
relagdo ao respectivo controle; # P<0,05 diferenca significativa em relacdo ao CWA2.

Em situacdes de estresse fisioldgico cronico, como o provocado pelo tumor, ocorre hipertrofia
das glandulas adrenais e aumento da produgdo de catecolaminas e de cortisol (DROTT et al., 1988).

Enquanto as catecolaminas participam do processo de mobilizacdo das reservas protéicas e lipidicas
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(AGUSTSSON et al., 2007; JOCKEN et al., 2008; TISDALE 2009b) acentuando o quadro de
caquexia, o cortisol, além de participar do processo de espoliacdo (TISDALE 2009b) apresenta
atividade imunossupressora (ASHWELL et al., 2000). O possivel efeito modulatério exercido pela
administragdo de Aloe vera e mel, apds a inducdo tumoral (CWA?2), (Figura 31), seria benéfico,
refletindo possivelmente em diminuicao da espoliacdo tecidual muscular, da gordura perirenal e da
carcacga (Figuras 22, 23, 24 e 28).

O impacto do tratamento com o homogeneizado de Aloe vera e mel sobre o tecido tumoral
pdde ser inicialmente observado pelas diferencas macroscopicas entre os tumores dos diferentes
grupos experimentais (Figura 32), bem como pela diferenga na evolugcdo do crescimento tumoral,
acessada através do peso calculado do tumor (Figura 33), e ainda através do peso relativo do tumor
no dia do sacrificio (vigésimo primeiro dia de implante tumoral), onde observou-se significativa
reducdo do peso no grupo CWA2 quando comparado aos demais grupos, em especial CW2 e AWA2

(Figura 34).

i - i & )
Figura 32. Exemplos de tumores coletados de animais de diferentes grupos experimentais. CW2: Controle Tumor, CWA2:
Controle -Tumor - Aloe vera, AW?2: - Aloe vera —Tumor, AWA2: Aloe vera -Tumor - Aloe vera.
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Figura 33. Peso calculado médio (g) do tumor dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e mel, ao longo
do periodo de evolucgdo tumoral. Legenda vide Figura 32. * P<0,05indica diferenca estatisticamente significativa segundo
ANOVA (feito para o 7°, 11°, 14° e 18° dia separadamente), entre os grupos WA?2 e AW2 em relagdo ao CW2.
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Figura 34. Porcentagem de peso relativo final do tumor dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e mel.
CW2: Controle Tumor, CWA2: Controle -Tumor - Aloe vera, AW?2: - Aloe vera —Tumor, AWA2: Aloe vera -Tumor - Aloe
vera. * indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o grupo CWA2 em relacdo a CW?2 e AWA?2.

Os tumores do grupo controle-tumor ndo tratado (CW2; analise macroscOpica observada na
Figura 32) apresentavam-se geralmente bem desenvolvidos, irrigados e com aderéncias detectdveis
no peritonio, gordura perirrenal e muitas vezes no musculo superior da pata posterior direita, além de
apresentar metdstases paravertebrais, axilares e inguinais com elevada freqiiéncia. J4 os tumores do

grupo tratado com Aloe vera e mel apds a induc@o tumoral (CWA?2), apresentaram-se em geral menos
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desenvolvidos, encapsulados, com extensas dreas de necrose, menor irrigacdo e aderéncia. Os
tumores do grupo AW2, que recebeu Aloe vera e mel apenas anteriormente a inducio tumoral, em
geral possufam caracteristicas intermedidrias (irrigacdo, necrose e adesdo aos tecidos adjacentes)
comparativamente aos tumores dos grupos CW2 e CWA2. Ja o grupo AWA?2, que recebeu Aloe vera e
mel durante todo o periodo experimental, também apresentou tumores bem desenvolvidos e com
aderéncia, porém em alguns casos, com menor vascularizacao.

Algumas das diferengas observadas, especialmente entre o grupo CW2 e CWA2, podem ser
associadas a processos aparentemente modulados pela Aloe vera e mel, como menor proliferacdo e
maior tendéncia a apoptose, como observado no primeiro experimento (Figuras 6 e 11). Na literatura
pertinente, ja foi observada acdo tanto da Aloe vera, quanto do mel no controle da evolugdo tumoral e
surgimento de metdstases (GRIBEL' & PASHINSKII, 1986, 1990; HAMZAOGLU et al., 2000,
AKEV et. al, 2007, ORSOLIC et al., 2004).

Analisando-se a evolucao do tamanho tumoral ao longo do periodo experimental (Figura 33),
calculado a partir das trés medidas lineares do tumor, foi possivel observar diferencas significativas
no tamanho médio que o tumor dos grupos CWA?2 e AW?2 alcancaram no décimo primeiro e décimo
quarto dia, quando comparados ao controle CW2 do mesmo dia (Figura 33). O crescimento tumoral
para os grupos CWA?2 e AW?2 foi, nas etapas iniciais e intermedidrias da evolucdo tumoral, mais lento
do que o crescimento dos tumores controles CW2: o peso calculado do tumor para o grupo CW2
chegou a triplicar do sétimo para o décimo primeiro dia, confirmando a evoluc¢do exponencial do
carcinossarcoma de Walker 256, enquanto que para os grupos CWA e AW, no mesmo periodo, houve
apenas aumento de cerca de duas vezes. No décimo oitavo dia, embora a diferenca niao seja mais
estatisticamente significativa, ainda pdde-se observar tendéncia a apresentacdo de menor tamanho
tumoral nos grupos CWA2 e AW2, enquanto que os tumores do grupo AWA?2 tenderam a apresentar

tamanho similar ao do grupo CW2. O desvio padrdo relativamente alto apresentado por CWA?2 no
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décimo quarto e décimo oitavo dia foi devido ao fato de que 2 animais deste grupo apresentaram

involugdo do tumor nesse periodo.

A menor taxa de crescimento apresentada e, conseqiientemente, menor tamanho do tumor
também pdde ser relacionada a menor proliferacdo e maior susceptibilidade a apoptose dos tumores
dos animais tratados com Aloe vera e mel (WAI1), dados observados no primeiro experimento
(Figuras 6 e 11). Possivelmente, ainda houve modulagdo do crescimento tumoral no grupo tratado
apenas previamente com Aloe vera e mel (AW2), dados observados nas duas primeiras semanas apos
a inducdo tumoral, sendo que essa modulagdo, posteriormente, tendeu a ser suprimida.
Paradoxalmente, o grupo AWA?2 apresentou apenas tendéncia a menor peso calculado do tumor no
décimo primeiro dia, tendendo a apresentar valores similares ao do grupo CW2, nos dias
subseqiientes.

Virios trabalhos ja demonstraram que Aloe vera, mel ou alguns de seus componentes
poderiam atuar de maneira inibitdria do crescimento tumoral ou reduzir o tamanho do tumor in vivo
(GRIBEL' & PASHINSKII, 1986, 1990; SWELLAM et al., 2003), além de modular a proliferacao
celular e promover apoptose especialmente em experimentos in vitro (SWELLAM et al., 2003;
ACEVEDO-DUNCAN et al., 2004; LIN et al., 2006).

A analise da porcentagem de peso relativo do tumor apds vinte e um dias de implante tumoral
(Figura 34) revelou diferenca significativa entre os tumores de animais tratados com Aloe vera
(CWAZ2) e mel em relagdo aos tumores de animais ndo tratados (CW2). Os animais tratados apenas
previamente com Aloe vera e mel (AW2) apresentaram valores de porcentagem de peso relativo do
tumor intermedidrios entre os tumores dos grupos CWA2 e CW2, enquanto que o grupo AWA?2
apresentou valores proximos ao CW2 (Figura 34). Esses dados reforcam a hipétese de que o extrato

de Aloe vera e mel inibiu o crescimento tumoral, especialmente quando administrado de maneira
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terapéutica, mas ressalta-se que a administracdo a longo prazo e ininterrupta do extrato de Aloe vera e
mel aos animais (AWA?2), nao foi eficiente no controle do crescimento tumoral.

Os resultados obtidos foram condizentes com dados da literatura, onde demonstrou-se que a
utilizagdo de terapias coadjuvantes beneficiaria a carcaga do hospedeiro (Figuras 22, 23, 24 e 28)
(KWON et al., 2007), que Aloe vera, mel ou seus componentes atuam sobre o tumor, inibindo seu
crescimento e reduzindo a massa tumoral, como verificado nas Figura 33 e 34 (GRIBEL' &
PASHINSKII, 1986; PENG et al., 1991 e MERRIAM et al., 1996; SWELLAM et al., 2003),
mostrando significativa redu¢do do crescimento € menor tamanho tumoral a partir do décimo

primeiro dia de implante e menor peso relativo do tumor ao final da evolug¢do tumoral (21 dias).

8.2.3 — Composic¢io corporea:

A andlise da porcentagem de dgua total da carcaga dos animais dos diferentes grupos
experimentais revelou tendéncia ao acimulo de dgua em todos os grupos com tumor, embora
estatisticamente significativa apenas entre o grupo AWA?2 em relacdo ao respectivo controle (AC2).
Foi possivel observar tendéncia a menor acimulo de dgua nos grupos CWA2 e AW2 em relacio ao

controle-tumor CW2 (Figura 35A).

A partir dos dados obtidos em relagdo a porcentagem de gordura total da carcaga, foi possivel
observar queda na reserva de gordura em CW2 e AW2, embora ndo significativa, quando comparada
ao grupo controle CC2 (Figura 35B). Também, verificou-se tendéncia de aumento dessa reserva no
grupo controle AC2 e a porcentagem de gordura corpdrea no grupo CWA?2 foi similar ao dos
controles CC2 e AC2. A porcentagem de gordura no grupo AWA?2 apresentou valores intermedidrios

aos dos grupos CC2 e CW2 (Figura 35B).
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Figura 35. Porcentagem de dgua total (A) e de gordura total (B) da carcaca dos animais dos grupos experimentais controle
e tratados com Aloe vera e mel, com e sem inocula¢do do tumor. Legenda vide Figura 19. * P<0,05 indica diferenca
estatisticamente significativa em relag@o ao respectivo controle (AC2).

CC2

O aumento na porcentagem de dgua contida na carcaga indica edemaciacao, quadro comum na
patologia do cancer, especialmente em estdgios mais avancados, fato decorrente ao desbalanco entre a
filtracdo do plasma e a drenagem linfatica (MORTIMER, 1998). O estabelecimento de edema cronico
generalizado, em portadores de tumores que provocam caquexia, da-se especialmente devido a queda
na concentra¢do de albumina plasmética (STEHLE et al., 1997; TISDALE 2009b).

Os dados obtidos quanto a quantidade de gordura presente na carcaca (Figura 35B), bem
como peso relativo da reserva de gordura perirrenal (Figura 28) estdo condizentes com o quadro de
cancer-caquexia, uma vez que pacientes com cancer/caquexia chegam a perder 85% de suas reservas

corporais de gordura (FEARON, 1992; TISDALE 2009b).

Como ja mencionado, tumores que provocam caquexia liberam fator de mobilizacdo de
lipidios, além de outras citocinas que induzem alteracdes metabodlicas e respostas no hospedeiro que
levam a espoliacao de reservas (HOLLANDER et al., 1986; BECK et al., 1990; BING et al., 2006).
A hipertrofia da glandula adrenal (Figura 31), por exemplo, possivelmente indica hipersecre¢do de
catecolaminas e corticostedides, ambos com atuac¢do na degradacdo de reservas protéicas e lipidicas

(TISDALE 2009b; AUGUSTSSON et al., 2007; JOCKEN et al., 2008).

A sindrome cancer-caquexia resulta justamente da acdo dos fatores circulantes produzidos

pelo tumor ou pelo sistema imune do hospedeiro sobre 6rgdos e tecidos-alvo (entre eles musculatura
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esquelética, figado e tecido adiposo). Vdrias citocinas pro-inflamatodrias, incluindo as interleucinas
IL-1, IL-6, e o TNF-o parecem participar da patogé€nese da caquexia associada ao cancer em
humanos (MOLDAWER et al., 1987; STRASSMANN et al., 1992; BUSBRIDGE er al., 1989;
GELIN et al., 1991; MCLAUGHLIN et al., 1992; ARGILES et al., 2006; TISDALE 2008, 2009a,
2009b). A presenca de fatores lipoliticos e proteoliticos derivados do tumor, na circulagdo e o
aumento do gasto energético também conduzem ao quadro de cancer-caquexia (TISDALE 2000,
2009b).

A administracdo de Aloe vera e mel, especialmente apds a inducdo tumoral (CWA2)
aparentemente beneficiou o hospedeiro, uma vez que pareceu conter 0s processos associados a
caquexia, diminuindo a espoliacdo e preservando as reservas lipidicas (Figuras 28 e 35B). A aparente
diminuicao na espoliacdo de gorduras observada poderia ser atribuida a menor liberacdo dos fatores
indutores de caquexia pelo tumor, uma vez que o peso relativo deste apresentou-se diminuido
especialmente no grupo CWA2 (Figura 34), além de menor hipertrofia da glandula adrenal (Figura
31) e conseqiientemente, menor quantidade de catecolaminas e corticostedides na circulacdo para

atuar na mobilizacao de lipidios.

8.2.4 — Analises Bioquimicas Séricas:

Os efeitos dos diferentes tratamentos com homogeneizado de Aloe vera e mel sobre o
hospedeiro portador de tumor foram avaliados através de andlises bioquimicas séricas para
determinacdo da concentracdo sérica de proteina total, albumina e globulina e concentracdo de
glicose, apresentados nas Figuras 36 A-C e 37.

O teor de proteina total sérica (que corresponde ao total de fragdes de albumina e globulinas)
caiu em todos os grupos com tumor (CW2, CWA2, AW2 e AWA2) em relacdo aos respectivos

controles (CC2 e AC2) (Figura 36A). Em relacdo a albumina sérica, também observou-se decréscimo
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nas concentragdes em todos os grupos com tumor (CW2, CWA2, AW2 e AWA2) em relacdo aos
controles (CC2 e AC2), porém esse decréscimo foi ligeiramente menor em CWA?2 e AW2 (Figura
36B). A albumina € a proteina sérica responsdvel pela manutencdo da pressdo coloidosmotica,
portanto, a queda na sua concentragdo provocaria extravasamento de liquido do compartimento
vascular para o intersticio tecidual, causando edema, situacdo comum no cincer (STEHLE er al.,
1997; TISDALE 2009b). As globulinas proporcionam indicativo do grau de ativacdo da resposta
imune humoral, que é mediada por imunoglobulinas liberadas pelos plasmdcitos (linfocitos B
diferenciados) (AZEVEDO & ARAUJO 1993). Outros tipos de globulinas sio produzidas pelo figado
durante a fase aguda (TISDALE 2009b). Assim, pode-se observar que a concentragdo de globulinas
(Figura 36C) no grupo AW2, que recebeu o homogeneizado de Aloe vera e mel até a inducdo de
tumor, manteve-se proxima a dos controles (CC2 e AC2). Enquanto que no grupo controle-tumor
(CW2) a concentracdo de globulinas elevou-se, porém nao significativamente. J4 nos grupos que
receberam Aloe vera e mel durante o desenvolvimento tumoral (CWA2 e AWA2), houve tendéncia a

elevacdo ainda mais pronunciada que no grupo CW2 (Figura 36C).
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Figura 36. Concentracdo de proteina total (A), albumina (B) e globulina (C) sérica dos grupos experimentais controle e
tratados com Aloe vera e mel, com e sem inoculacdo do tumor.. Legenda vide Figura 19. * P<0,05 indica diferenca
estatisticamente significativa em rela¢do ao respectivo controle.

Os resultados observados estdo de acordo com a literatura pertinente, onde demonstram que

alteracOes nas concentracOes de proteinas plasmadticas sdo comuns em alguns tipos de cancer,
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especialmente naqueles capazes de induzir caquexia (STEHLE et al., 1997, CHOJKIER, 2005;

TISDALE 2009b).

Quedas na concentracdo de albumina sérica sdo prevalentes em pacientes com cancer.
Inicialmente, citocinas liberadas pelo tumor (entre elas TNF-o), conduzem a resposta de fase aguda
(alteragdes na sintese protéica hepdtica), priorizando a producdo de proteinas de fase aguda (tais
como proteina C reativa, fibrinogénio e alguns tipos de globulinas) em detrimento a sintese de
albumina (TISDALE 2009b). Em tumores que provocam caquexia, ocorre ainda queda na sintese e
aumento da espoliacdo de albumina, processos mediados pelo PIF e TNF-o, possibilitando
fornecimento de substratos necessarios ao crescimento do tumor (STEHLE et al., 1997; CHOJKIER,
2005; TISDALE 2009b).

As concentragdes de albumina sérica observadas reforcam, ainda, a hipdtese de que o
surgimento de edema nos animais dos diferentes grupos foi devido a alteracdes nos niveis de
albumina sérica, ja que foi possivel observar maior porcentagem de dgua corpdrea (Figura 35A)
justamente nos grupos (CW2 e AWA?2) que apresentaram as maiores quedas nos niveis de albumina
sérica (Figura 36B).

A partir destes resultados € possivel sugerir que a administragdo de Aloe vera e mel, antes
(AW2) ou apés a indugdo de tumor (CWA2), poderia proporcionar a manutencdo dos niveis de
albumina sérica mais proximos ao normal, mantendo sua produgdo hepatica ou diminuindo a

espoliacdo, controlando assim, indiretamente, o acimulo de dgua e o surgimento de edema.

Com base nos resultados obtidos, nao foi possivel determinar se 0 aumento das globulinas no
plasma foi em decorréncia a resposta de fase aguda ou a resposta especifica contra o tumor. No
entanto, pdde-se supor que essas respostas imunoldgicas poderiam estar ativadas de maneiras

diferentes entre os grupos, uma vez que as concentragdes de globulinas tenderam a ser diferentes
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entre alguns dos grupos com tumor (CWA2 e AWA?2 em relacdo a CW2, Figura 36C). Na literatura, ja
foram demonstradas intimeras acdes imunoestimulatorias de Aloe sp., mel e seus componentes (LEE
et al., 2001; REYNOLDS & DWECK, 1999; JAGANATHAN & MANDAL, 2009a, LISSONI et al.,
2009).

Em suma, a andlise das proteinas séricas sugere que Aloe vera e mel, especialmente quando
administrados apenas antes da indu¢do de tumor (AW2) ou apds essa indu¢do (CWA?2) podem ter
atuado em processos que manteriam as concentragdo de albumina similares aos dos controles (Figura
36B), auxiliando assim no controle do surgimento de edema e grau de edemaciacdo (Figura 35A), e
ainda, possivelmente, aumentando a produgdo de globulinas (Figura 36C).

A glicose sérica foi reduzida em todos os grupos com tumor (CW2, CWA2, AW2, AWA2) em
relacdo aos controles CC2 e AC2 (Figura 37). Esse decréscimo na glicemia estaria associado ao

estado pré-agdnico em que se encontravam 0s animais portadores de tumor.
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Figura 37. Concentragdo de glicose sérica dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e mel, com e sem
inoculacdo do tumor. Legenda vide Figura 19. * P<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao
controle CC2, segundo método Andlise de Varidncia (ANOVA).

A hipoglicemia observada em individuos com cancer, ¢ de maneira andloga, em animais-
modelo, deve-se ao fato de que o consumo e a metabolizacdo da glicose pelo tecido tumoral sdao
extremamente elevados (WARBURG et al., 1924; WARBURG 1956a, 1956b). No caso especifico de
tumores que provocam caquexia, tais como o tumor de Walker 256, ha maior mobilizacdo de

substratos neoglicogénicos (lactato, glicerol e alanina) e maior producdo de glicose pelo figado
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devido a acdo de fatores mediadores de caquexia (TISDALE 2004, 2009b; WATCHORN, et al.,
2001), consequentemente hd menor secrecdo de insulina, favorecendo assim a gliconeogénese,
culminando em ciclo energético negativo (FERNANDES et al., 1990). Assim, mesmo havendo

elevada producdo de glicose, a sua utilizacdo pelas células tumorais € tdo elevada que o resultado

final € a hipoglicemia (TAYEK, 1992; GATENBY & GILLIES, 2004).

8.2.5 - Avaliaciao da Atividade Celular, Estresse Oxidativo e Enzimas Antioxidantes:

Outros fatores e mecanismos com papel central no desenvolvimento da sindrome céncer-
caquexia estdo associados a processos de estresse oxidativo, gerado por diversos mecanismos
(MANTOVANI et al., 2004). Entre esses mecanismos estdo as proprias alteracdes no metabolismo
energético que levam a geracdo e acimulo de espécies reativas de oxigénio; a ativacdo cronica ndo-
especifica do sistema imune e, conseqiiente, liberacdo de citocinas pré-inflamatérias que aumentam a
producdo de espécies reativas de oxigénio (MANTOVANI et al., 1998, 2004). J4 foi demonstrado que
TNF-a promove aumento na espoliagdo do musculo esquelético, em modelos de cincer-caquexia,

provavelmente através da inducdo de estresse oxidativo (BUCK & CHOJKIER, 1996).

Para avaliar-se o impacto dos diferentes tratamentos com o homogeneizado de Aloe vera e
mel sobre o estresse oxidativo dos tecidos do hospedeiro e sobre o tecido tumoral, avaliou-se a
atividade de enzimas relacionadas como glutationa-S-transferase, superoxido dismutase e catalase,
correlacionando-se com a atividade celular (atividade da enzima fosfatase alcalina) e concentracdo de
MDA, produto originado da peroxidagao de lipideos, geralmente relacionados a membrana celular.

Pudemos observar que a concentragdo de proteina no tecido hepatico foi mais elevada nos
grupos (com tumor ou ndao) que receberam o homogeneizado de Aloe vera e mel por periodos

prolongados (AC2, AW2 e AWA2) em relacdo ao controle CC2 (Figura 38A). Situacdo semelhante,
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porém ndo tdo pronunciada, pdde ser observada quando se analisa o teor de proteina cardiaca: os
grupos que receberam o homogeneizado de Aloe vera e mel por periodos prolongados (AC2, AW2 e
AWA?2) também tiveram aumento na concentra¢do de proteina do miocardio, quando comparados ao
controle CC2 (Figura 38B). Porém este aumento refletiu em elevacdo do peso relativo do coragdo
apenas no grupo AW2 (Figura 26). Observou-se que a concentracdo de proteina do musculo
gastrocnémio ndo diferiu entre os grupos experimentais, com exce¢do da queda ndo significativa

sofrida por AC2 (Figura 38C).
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Figura 38. Concentracdo de proteina hepdtica (A), do coragdo (B) e muscular (C) total dos grupos experimentais controle
e tratados com Aloe vera e mel, com e sem inocula¢do do tumor. Legenda vide Figura 19. * P<0,05 indica diferenca
estatisticamente significativa entre AWA2 e CC2.

Embora a concentracdo de proteina hepatica em CW2 (Figura 38A) tenha se mantido similar a
do controle CC2, ocorreu hepatomegalia neste grupo (Figura 25), o que refor¢a a hipdtese de
edemaciacdo neste Orgdo, mascarando assim, possivelmente, aumento na producdo hepdtica de
proteinas de fase aguda (proteina C reativa, fibrinogénio e determinados tipos de globulinas), comum
em determinadas situacdes patoldgicas, entre as quais, o cancer (STEPHENS er al., 2008;
MCMILLAN 2009; TISDALE 2009b). Em contrapartida, embora tenha ocorrido aumento da
concentracdo protéica no figado em AC2, AW2 e AWA?2 (Figura 38A), houve apenas tendéncia a
aumento da massa hepdtica nestes grupos (Figura 25). Uma vez que diversas pesquisas ja
demonstraram que nem Aloe vera e nem o mel apresentaram hepatotoxicidade quando administrados
oralmente, e sim verificaram efeitos de hepatoprotecio (GBADEGESIN et al., 2009; KIM et al.,

2009; LEE et al., 2004), supde-se que as proteinas produzidas pelo figado, pelos grupos que
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receberam Aloe vera e mel, provavelmente foram diferentes daquela produzidas na auséncia de
tratamento (proteinas de fase aguda).

Ao contrdrio da musculatura esquelética, a musculatura cardiaca ndo € afetada por alguns dos
fatores mediadores de caquexia liberados pelo tumor (tais como o PIF) (LORITE et al., 2001;
TISDALE 2009b), portanto ndo houve queda no teor protéico nos grupos com tumor.

Embora o peso relativo do miusculo gastrocnémio tenha sido bastante diferente entre os
grupos, com diminui¢cdo especialmente no grupo CW2 (Figura 24), a manutencdo da concentragdo
total de protéica muscular (Figura 38C) em todos os grupos com tumor, pode ser justificada com base
na hipétese de que, no grupo CW2, ocorreu hipotrofia celular devido a queda do nimero de fibras
musculares, possivelmente devido a apoptose, como ja observado em bidpsias de tecido muscular,
tanto em modelos de cancer-caquexia quanto em pacientes (ISHIKO et al., 2001; BUSQUETS et al.,
2007; TISDALE 2009b). A apoptose das fibras musculares é provocada tanto por fatores liberados
pelo tumor (PIF, TNF-a) quanto por fatores liberados por 6rgaos e tecidos do proprio hospedeiro (ex.
catecolaminas e corticosterdides) (TISDALE 1999, 2009a, 2009b; ARGILES et al., 2006; JOCKEN
et al., 2008). Desta maneira, ndo haveria queda na concentracdo de proteina no homogeneizado
tecidual, porém, quando considerado o tecido muscular total, houve intensa degradacio e mobilizacao
da reserva protéica. Assim, contrariamente ao observado nos animais CW2, a manutencdo da
concentracdo protéica similar ao dos controles, bem como menor queda no peso relativo do musculo
gastrocnémio (Figura 24), nos grupos tratados com Aloe vera e mel (CWA2, AW2 e AWA2), sugerem
possivel acdo do tratamento na preservacdo de reservas protéicas e controle da espoliagdo,
provavelmente minimizando o processo de caquexia.

O MDA, indicador de estresse oxidativo, € um metabdlito resultante da peroxidacdo lipidica,
preferencialmente da membrana celular, o que resulta em instabilidade desta membrana e alteracdes

nas suas caracteristicas, fundamentais para a manuten¢do do estado de equilibrio da célula (GOMES-
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MARCONDES & TISDALE, 2002). Além disso, o MDA € capaz de conjugar-se aos acidos nucléicos
gerando outros subprodutos, provocando assim dano ao DNA (MARNETT 1999, 2002).

No tecido hepdtico, pdode-se verificar que todos os grupos experimentais apresentaram menor
concentracdo de MDA em relacdo aquela observada no controle CC2 (Figura 39A). A resposta
tecidual a situacdo de estresse, normalmente, estd vinculada ao equilibrio entre a producio de produto
do estresse oxidativo com a atividade das enzimas antioxidantes. Assim, mesmo em tecidos
fisiologicamente estdveis encontra-se estresse oxidativo, que pode ser considerado normal, pois ha
formacdo de radicais livres decorrente do processo de respiracdo celular, que por sua vez podem
induzir a formagdo de produtos indicadores de estresse oxidativo. Desse modo, em relacdo aos
demais grupos experimentais, principalmente aqueles portadores de tumor, ressalta-se a possibilidade
do desbalancgo entre produtos do estresse oxidativo e enzimas anti-oxidantes. Assim, mesmo a menor
concentracdo de MDA no tecido hepético, nos grupos com tumor, estaria diretamente correlacionada
ao aumento do estresse oxidativo se houver menor atuagdo (atividade) das enzimas anti-oxidantes.

No musculo cardiaco, a concentragdo de MDA (Figura 39B) elevou-se em CW2, AC2, AW2 e
AWA?2, e no grupo CWA2 manteve-se similar ao controle CC2. Embora os dados nio tenham
apresentado diferengas estatisticamente significativas, sugere-se menor tendéncia ao estresse
oxidativo em CWAZ2 e conseqiiente preservacido do miocardio neste grupo, justificando novamente os
efeitos benéficos do tratamento com Aloe vera e mel. No tecido muscular, ndo se observou diferenca
significativa na concentragdo de MDA entre os grupos (Figura 39C), apenas tendéncia a elevag¢do no

grupo AC2, que novamente estaria sendo compensada pela acdo de enzimas antioxidantes.
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Figura 39. Concentragdo de MDA no figado (A), no miocidrdio (B) e no musculo gastrocnémio (C) dos grupos
experimentais controle e tratados com Aloe vera e mel, com e sem inoculacdo do tumor. Legenda vide Figura 19. Sem
diferenca estatisticamente significativa, segundo método Andlise de Varidncia (ANOVA).

Sustentando a hipdtese de que o estresse oxidativo possa ser minimizado pela atuacdo de
enzimas antioxidantes ou fatores que previnam a producgdo de radicais livres, existem relatos de que
Aloe vera possui propriedades antioxidantes e contra a pré-oxidacdo de membrana e dano celular
(HU et al., 2003; LEE et al., 2000; SINGH et al., 2000). Também ja foi verificado que o mel possui
componentes antioxidantes, entre eles, flavondides (GHELDOF er al.,, 2002; FAHEY &

STEPHENSON, 2002).

Muitas das substincias quimicas, incorporadas ou geradas pelas células, sofrem
biotransformacdo, conjugacdo e eliminacdo. As enzimas da Fase I (familia do citocromo P450)
catalisam reacdes que aumentam a polaridade da substincia original através da introducido ou
exposi¢do de corpos polares. Através dessas reagdes, drogas e outros metabodlitos podem sofrer
ativacdo ou inativacdo. As enzimas de Fase II geralmente t€ém funcio de destoxificacdo, promovem
conjugacdo dos grupos polares funcionais dos metabdlitos gerados na Fase I com outras substincias,
visando diminui¢do da toxicidade e facilidade de elimina¢@o. Durante a Fase III ocorrem os processos
de eliminacao e transporte dos metabdlitos gerados (ANDRADE et al., 2009).

Visando a melhor compreensdo do significado das alteracdes observadas quanto ao teor de
MDA, encontrado nos diferentes grupos e tecidos analisados (Figura 39), analisou-se as atividades de
enzimas antioxidantes, relacionadas tanto ao processo de remog¢do das espécies reativas de oxigénio

(superoxido dismutase e catalase) (MATES et al., 1999; VALKO et al., 2006, BAG & BAG, 2008;
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NISHIKAWA et al., 2009), quanto a metabolizagdo do MDA e de outras substancias toxicas
(glutationa-S-transferase) (MARNETT 1999, 2002, TSUCHIDA & SATO, 1992; VALKO et al.,
2006).

As glutationa-S-transferases (GST) pertencem as enzimas de destoxificagdo de Fase II e sdo
responsdveis pela conjugacdo da glutationa a diversos componentes -eletrofilicos, incluindo
carcindgenos, medicamentos e produtos do estresse oxidativo (VALKO, 2006; TSUCHIDA & SATO,
1992; MARNETT, 1999). A atividade da GST e de outras enzimas destoxificadoras de Fase II é
essencial para a manutengdo da integridade da célula, e em geral sua atividade estd alterada em
células tumorais e em outras situacdes patoldgicas (TSUCHIDA & SATO, 1992).

Uma vez que o figado possui papel central na destoxificacio do organismo € importante
verificar-se a expressdo de GST nesse tecido. Neste trabalho, pdde-se observar que a atividade da
GST hepdtica no grupo CW2 manteve-se semelhante aos controles CC2 e AC2, tendendo ao
decréscimo em CWA2, AW?2 e principalmente em AWA?2 (Figura 40A). No coragdo, a atividade da
GST apresentou tendéncia de aumento nos grupos CW2 e CWA2 e nos grupos AW2 e AWA2
manteve-se similar as dos controles CC2 e AC2 (Figura 40B). J4& no musculo gastrocnémio,
observou-se clara tendéncia ao aumento na atividade da GST em AC2 em relagdo ao controle CC2,
enquanto que nos demais grupos (CW2, CWA2, AW2 e AWA2) a atividade da GST foi similar a do

controle CC2 (Figura 40C).
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Figura 40. Atividade enzimdtica da GST hepatica (A), do cora¢do (B) e do miisculo gastrocnémico (C) dos grupos
experimentais controle e tratados com Aloe vera e mel, com e sem inoculacdo do tumor. Legenda vide Figura 19. *
P<0,05 indica diferenca estatisticamente significativa entre CW e AWA .

A queda na atividade da GST, provavelmente, seria compensada por atividade elevada de
outras enzimas antioxidantes e complexos enzimaticos responsaveis pela destoxificacdo (enzimas de
Fase II), caso contrdrio sugere-se maior susceptibilidade ao estresse oxidativo. Assim, sugere-se que a
manutencio da atividade normal de GST hepdtica no grupo controle CC2 contrabalanceou o MDA
observado neste grupo (Figura 39A). Por outro lado, de maneira similar o decréscimo na atividade
enzimdtica ndo pode ser interpretado isoladamente como fator negativo, pois o aumento na atividade
da GST, observado nos grupos com tumor em relacdo aos controles, provavelmente refletiria na
tentativa de respostas celulares que contrabalanceassem o aumento do estresse oxidativo gerado por
fatores liberados pelo tumor.

No caso do miocérdio dos grupos CW2 e CWA2, observou-se duas situagdes distintas quanto
as respostas antiestresse. No grupo CW2, houve tendéncia ao aumento no teor de MDA (Figura 39B)
associada a tendéncia a elevagdo na atividade de GST (Figura 40B), possivelmente
contrabalanceando a elevada producdo de MDA, decorrente da peroxidagdo lipidica. Ja no grupo
CWAZ2, houve tendéncia a aumento na atividade de GST (Figura 40B) associada a manutencdo do
teor de MDA préximos aos dos controles (Figura 39B), sugerindo que nesse grupo provavelmente

houve menor estresse oxidativo e/ou maior metabolizacdo do MDA através da atividade da GST.
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Mais uma vez esses dados, combinados, sugerem que a administracdo de Aloe vera e mel, apds a
indugdo tumoral, exerceu efeitos benéficos, preservando assim o tecido cardiaco.

O aumento da atividade da GST nos musculos do grupo AC2 possivelmente contrabalanceou a
tendéncia a aumento do MDA observado no tecido muscular deste grupo (Figura 39C). Ja foi relatado
aumento na atividade da GST, em ratos saudaveis, devido a administracdo de Aloe vera em Orgaos
como pulmaio, rim e estomago (SINGH et al., 2000). Assim, os dados obtidos no presente trabalho
confirmam que também pode ocorrer aumento da atividade da GST em tecido muscular.

Estudos demonstraram que, em ratos sauddveis, tanto Aloe vera, quanto o mel foram
claramente indutores do sistema enzimditico de Fase II (SINGH er al., 2000; FAHEY &
STEPHENSON, 2002). Portanto, a tendéncia a queda observada na atividade da GST nos grupos
tratados com Aloe vera e mel (CWA2, AW2 e AWA2 (Figura 40) provavelmente ndo estaria
relacionada ao estresse oxidativo e dano celulares, pois as concentragcdes de MDA, no tecido hepatico
destes grupos, também apresentou-se mais reduzida que o grupo controle CC2 (Figura 39).

A defesa do organismo contra a produ¢do de radicais livres estd relacionada a atividade de
enzimas antioxidantes, relacionadas a remocdo das espécies reativas de oxigénio (superoxido
dismutase e catalase) (MATES et al., 1999; VALKO et al., 2006, BAG & BAG, 2008; NISHIKAWA
et al., 2009). A primeira defesa contra o radical anion superéxido (O;’) € feita pela enzima superéxido
dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo desse anion (O;) em oxigénio (O;) e perdoxido de

hidrogénio (H20O,) segundo a reagcdo (SATO et al., 1992):

SOD
Oz + HoO —p O2 + H20»

No tecido hepdtico, observou-se que a atividade da SOD decresceu em todos os grupos
experimentais quando comparados ao controle CC2, sendo esta queda estatisticamente significativa
em CW2, AW2 e AWA?2 (Figura 41A). Analisando-se agora o coracdo, houve tendéncia a elevagao da

atividade da superoxido dismutase em CW2 e tendéncia a diminuicio em AWA?2, em relacdo ao
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controle CC2; nos demais grupos (CWA2, AC2 e AW2), a atividade da SOD do miocardio apresentou
valor similar ao do controle CC2 (Figura 41B). J4 a atividade da superoxido dismutase do musculo
gastrocnémio revelou-se aumentada em AC2 e diminuida em AWA?2 em relacio ao controle CC2; os

demais grupos (CW2, CWA2 e AW2) mantiveram valores similares aos do controle CC2 (Figura
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Figura 41. Atividade da superoxido dismutase hepdtica (A), no miocérdio (B) e no musculo gastrocnémio (C) dos grupos
experimentais controle e tratados com Aloe vera e mel, com e sem inoculagdo do tumor. Legenda vide Figura 19. *
P<0,05 indica diferenca significativa em rela¢do ao controle CC2.

Complementarmente a atividade da GST (Figura 40), a atividade da SOD no figado dos
animais CC2 (Figura 41A) auxiliou no controle do estresse oxidativo normal, observado em células
sauddveis (Figura 39A). Os resultados relativos a atividade da SOD no tecido hepdtico sugerem que
houve aumento da susceptibilidade ao estresse oxidativo no figado de animais com tumor,
independente do tratamento ou ndo com Aloe vera e mel, embora, no grupo CWA2, a queda da
atividade da SOD nao tenha sido significativa (Figura 41A). Porém, como foi observado nas andlises
imunohistoquimicas do tecido hepdtico para Ki-67, Bax e Bcl-2 e o balangco dessas proteinas
relacionadas a proliferacdo, morte e sobrevida celular, respectivamente (Figuras 13, 15,17 e 18), a
administracdo de Aloe vera e mel aparentemente auxiliou na preven¢do de dano hepdtico provocado
pelo tumor, principalmente no inicio do desenvolvimento tumoral. Ao final de 20 dias, esse
comportamento de protecao do tratamento Aloe vera e mel foi reduzido aquele verificado no inicio do
crescimento tumoral. Provavelmente, o tratamento aumentou a proliferagdo celular, melhorando a

capacidade de metabolizacdo hepdtica de fatores liberados pelo tumor, com isso retardando a
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susceptibilidade a apoptose, via modulacio na expressdo das proteinas Bax e Bcl-2 (KIM et al., 2009,
GBADEGESIN et al., 2009).

Embora tenha sido observada tendéncia a elevacdo na atividade da SOD no miocardio de
animais do grupo CW2 (Figura 41B), houve evidencias de estresse oxidativo nesse tecido, ja que o
teor de MDA no miocérdio desse grupo também tendeu a elevacdo (Figura 39B). Desse modo, pdde-
se supor que o aumento na atividade da SOD observado ndo foi suficiente para conter a atuacdo dos
ions superéxido nas fibras musculares cardiacas, cuja producdo teria aumentado em decorréncia do
desenvolvimento neopldsico MANTOVANI et al., 2004).

Por outro lado, a tendéncia a manutencdo ou queda na atividade da SOD no miocardio dos
grupos AW?2 e AWA?2, respectivamente (Figura 41B), coincide com o aumento no teor de MDA no
coracdo desses mesmos grupos (Figura 39B), o que sugere aumento no estresse oxidativo, pois no
grupo AW?2 provavelmente houve aumento na producio de espécies reativas de oxigénio (no caso Oy
) devido ao desenvolvimento tumoral (MANTOVANI et al., 2004) e no grupo AWA?2, possivelmente,
a queda na atividade da SOD permitiu o aumento do estresse oxidativo (FANG et al., 2007, 2009).

No miocérdio dos animais CWA2, houve manutencao da atividade da SOD (Figura 41B), bem
como do teor de MDA (Figura 39B), que foram préximos aos valores observados para o controle
CC2, sugerindo que nesse grupo, o estresse oxidativo foi menor que nos demais grupos com tumor,
indicando possivel acdo benéfica da administragdo de Aloe vera e mel de maneira terapéutica. Como
mencionado anteriormente, existem relatos de que tanto a Aloe vera (SINGH et al., 2000), quanto o
mel (JAGANATHAN & MANDAL, 2009a) podem ter efeitos antioxidantes.

Como apontado anteriormente, o estresse oxidativo tecidual, e principalmente no tecido
muscular esquelético, refere-se sempre ao desbalangco dos processos oxidativos e de defesa (atuagcdo
das enzimas anti-oxidantes); nesse caso, 0s animais sauddveis que receberam Aloe vera e mel

apresentaram aumento da atividade anti-oxidante (elevacdo da GST e SOD, Figuras 40C e 41C)
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contrabalanceando o aumento da concentracio de MDA (Figura 39C). Os demais grupos, que
mantiveram ou nio, a atividade da SOD nao manifestaram aumento de estresse oxidativo no misculo
gastrocnémio, levando-se em consideracdo o indicio do teor de MDA (Figura 39C).

Como ja mencionado, outra enzima que participa do processo de eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio € a catalase. Esta € considerada o maior componente da defesa antioxidante
primdria, catalisando a decomposi¢cdo de H,O, em dgua (como apresentada na reacdo abaixo)
(VALKO et al., 2004), especialmente quando os niveis de peréxido de hidrogénio estdo muito
elevados, como nas situagdes de estresse (ANDRADE JR., DAHIR RAMOS et al, 2005):

catalase,

2H;07 — 2H2O0 4+ O

A catalase exibe normalmente atividade elevada no tecido hepético (NISHIKAWA et al.,
2009) e ja foi relatado que o desenvolvimento tumoral € capaz de provocar queda na atividade da
catalase no figado em ratos (YASMINEH et al., 1991). No presente trabalho, a atividade da catalase
hepética apresentou tendéncia a queda nos grupos CW2 e AWA2 em relagdo ao controle CC2,
enquanto os grupos CWA2, AC2 e AW2 tenderam a elevacdo (Figura 42A), embora nao
estatisticamente significativo. No coracdo, a atividade da catalase no grupo CWA2 tendeu a
permanecer similar a do controle CC2, enquanto houve queda ou tendéncia a queda em todos os
outros grupos (Figura 42B). A atividade da catalase no musculo gastrocnémio tendeu a se elevar em
CW?2, decair em AW2 e AWA2, e no grupo CWA2 manteve-se similar aos controles CC2 e AC2

(Figura 42C).
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Figura 42. Atividade da catalase hepdtica (A), do miocardio (B) e do misculo gastrocnemio (C) dos grupos experimentais
controle e tratados com Aloe vera e mel, com e sem inoculacdo do tumor. Legenda vide Figura 19. * P<0,05 indica
diferenca significativa em relagdo ao controle CC2.

As quedas concomitantes na atividade da SOD (Figura 41A) e da catalase (Figura 42A) no
tecido hepatico dos grupos CW2 e AWA?2 podem indicar maior susceptibilidade ao estresse oxidativo,
mesmo que ndo tenha sido observado aumento concomitante do teor de MDA (Figura 39A). No caso
do grupo CW2, o paradoxo entre diminui¢do da atividade de enzimas antioxidantes e reduzida
concentracdo de MDA, em parte, seria explicado pela tendéncia ao aumento na atividade da GST
(Figura 40) e talvez de outras enzimas de Fase II, responsdveis pela metabolizacio do MDA
(MARNETT 1999, 2002, TSUCHIDA & SATO, 1992; VALKO et al., 2006). No grupo AW2, a
tendéncia ao aumento na atividade da catalase (Figura 42A) poderia atenuar os efeitos provocados
pela queda na atividade da SOD no tecido hepatico (Figura 41A), pois a concentragdo de MDA
hepética nesse grupo foi reduzida (Figura 39A), assim como a de GST (Figura 40A). Novamente,
dentre os grupos com tumor, 0 CWA?2 apresentou melhores condi¢des, uma vez que as atividades da
SOD, bem como da catalase tenderam a permanecer proximas as atividades do controle CC2 no
tecido hepdtico (Figuras41lA e 42A), provavelmente diminuindo a susceptibilidade ao estresse
oxidativo.

Os dados relativos a atividade da SOD e da catalase (Figuras 41B e 42B), bem como o teor de
MDA e atividade da GST (Figuras 39B e 40B) no miocardio, dos diferentes grupos experimentais,
indicaram que nos grupos CW2, AW2 e AWA?2 ocorreu estresse oxidativo sem haver contrabalanco

através de aumento da atividade antioxidante (como € o caso dos controles CC2 e AC2). Ja no grupo
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CWA2, a preservagdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e catalase (Figuras 41B e 42B)
possibilitou queda no estresse oxidativo, uma vez que o teor de MDA permaneceu semelhante ao dos
controles (Figura 39), mesmo com a menor atividade da GST (Figura 40B), sugerindo assim que a
peroxidacdo lipidica neste grupo estaria controlada, corroborando com estudos que mostraram acao
antioxidante da Aloe vera em diversos tecidos de animais saudaveis (SINGH et al., 2000). Essas
suposi¢cdes ressaltam os possiveis efeitos benéficos do tratamento com Aloe vera e mel, apds a
inducdo de tumor, ji que a manutencdo da capacidade anti-oxidante € interessante ao organismo
protegendo-o dos efeitos produzidos pelo crescimento das células neopldsicas (NISHIKAWA et al.,
2009).

O acesso ao nivel de atividade celular global (sintese, degradagdo, proliferacdo, etc) pode ser
verificado pela atividade enzimadtica da fosfatase alcalina, como ja reportado para tipos celulares de
diversos orgaos e tecidos (MARTINS er al., 2001), sendo esta atividade comumente alterada em
situacdes patoldgicas, incluindo distrofia muscular, intoxicagcdo por metais pesados e cancer
(KIRKEBY & MOE, 1985; BAG et al., 1999; BROWN & SINGH, 2006; GOODLAD & CLARK,
1982; TOLEDO et al, 2004; VENTRUCCI et al., 2004).

Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos quanto a atividade da fosfatase
alcalina, no entanto, houve tendéncia a menor atividade nos grupos que receberam tratamento com o
homogeneizado de Aloe vera e mel por periodos prolongados (AC2, AW2 e AWA?2), além disso,
houve tendéncia a elevagdo em CW quando comparados ao controle CC2 (Figura 43A). No coragdo,
pdde-se observar que a atividade da enzima fosfatase alcalina caiu em todos os grupos experimentais
em relac@o ao controle CC2 (Figura 43B). No musculo gastrocnémio, a atividade da fosfatase alcalina
revelou-se semelhante entre os controles CC2 e AC2, porem apresentou queda em todos os grupos
com tumor, menos pronunciada em AW2 e AWA?2 (Figura 43C), possivelmente indicando tentativa de

manutencio da atividade celular proxima ao normal nestes grupos.
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Figura 43. Atividade da fosfatase alcalina hepatica (A), do miocéardio (B) e do musculo gastrocnemio (C) dos grupos
experimentais controle e tratados com Aloe vera e mel, com e sem inoculag@o do tumor. Legenda vide Figura 19.

A tendéncia a elevacdo na atividade da fosfatase alcalina hepdtica, observada em CW2,
corrobora com a hipdétese de edema, ja que tumefacdo dos hepatdcitos também pode ocasionar
aumento da fosfatase alcalina (GOULART & MATTOS FILHO, 2003). Além disso, ja foi observado
aumento da atividade da fosfatase alcalina no figado de ratos com tumor de Walker 256 (GOODLAD
& CLARK, 1982), porém o tratamento com Aloe vera e mel, parece atenuar essa tendéncia.

O presente trabalho avaliou os efeitos da administracdo de Aloe vera e mel, como forma de
prevenir o estabelecimento do implante tumoral ou terap€utica, tanto para os tecidos do hospedeiro,
como discutido anteriormente, como no tecido neoplasico. Assim, a avaliacdo dos processos anti-
oxidativos (atividade de enzimas anti-oxidantes) como do produto de estresse oxidativo (MDA)
mostraram que o tratamento com Aloe vera e mel proporcionou alteracdo na resposta celular
neoplésica.

A concentragdo protéica do tumor no grupo CWA?2 tendeu a ser mais baixa que nos demais
grupos (Figura 44A), ressaltando os possiveis beneficios do tratamento com Aloe vera e mel,
reduzindo assim o crescimento tumoral. A concentracio de MDA no tumor sugere que o
homogeneizado de Aloe vera e mel, especialmente quando administrado somente apds a inducdo de
tumor (CWA2), afetou de maneira diferente o tecido tumoral em comparacdo aos efeitos sobre os
tecidos do hospedeiro, pois a elevacdo da concentragdo de MDA nesse grupo demonstrou provavel

aumento do estresse oxidativo no tecido tumoral (Figura 44B). Por outro lado, embora a atividade da
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GST no tecido tumoral tenha sido similar em todos os grupos experimentais, € possivel observar, que
de certo modo, a atividade enzimdtica da GST foi inversamente proporcional ao tempo de
administragdo do homogeneizado de Aloe vera e mel, sendo entdio CW2 > CWA2 > AW2 > AWA2
(Figura 44C). A atividade da enzima superoxido dismutase mostrou tendéncia a elevagdo no grupo
CWA?2 em relacdo aos demais grupos experimentais (CW2, AW2 e AWA?2) (Figura 44D). Da mesma
forma ocorrida para a enzima GST: a atividade enzimdtica da catalase, no tecido tumoral, também foi,
aparentemente, inversamente proporcional ao tempo de administracio do homogeneizado de Aloe
vera ¢ mel, tendo entdo seu maior valor em CW2, grupo ndo tratado, e o menor valor no grupo
AWA?2, que recebeu tratamento antes e apds a inducdo de tumor (Figura 44E). No tecido tumoral, a
atividade da fosfatase alcalina foi semelhante entre os grupos CW2, AW2 a AWA2, enquanto que no

grupo CWA?2, essa enzima apresentou queda de atividade (Figura 44F).
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Figura 44. Concentragdo de proteina tumoral total (A), de MDA (B), da GST (C), da superoxido dismutase (D), da
catalase (E) e da fosfatase alcalina (F) do tecido tumoral dos grupos experimentais controle e tratados com Aloe vera e
mel.. Legenda vide Figura 34.

O teor de MDA e de seus derivados pode apresentar-se elevado em tecidos sauddveis de
pacientes com tumor, bem como em animais-modelo (WANG, 1996; GOMES-MARCONDES &

TISDALE, 2002), como resultado do estresse oxidativo gerado por fatores liberados pelo tumor.
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Também ja foi relatado que o teor de MDA e de seus derivados podem estar diminuidos no
tecido tumoral (WANG, 1996).

Neste trabalho, ndo foram observadas variacOes estatisticamente significativas no teor de
MDA apresentado pelos diferentes grupos experimentais em tecidos saudéveis (figado, coragdo e
musculo gastrocnémio). Entretanto, no tecido tumoral houve tendéncia a aumento do teor de MDA no
grupo CWA?2 de forma bastante pronunciada (Figura 44B).

O MDA ¢ produto de peroxidagdo lipidica e, portanto, resultado do estresse oxidativo gerado
por espécies reativas de oxigénio (ROS), entre elas o ion superoxido (O;) e o peréxido de hidrogénio
(H,0,) (GOMES-MARCONDES & TISDALE, 2002; MARNETT 1999, 2002, WAGNER et al.,
1994). Em quantidades super-elevadas, as ROS poderiam ser letais para a célula, uma vez que
provocam dano a estruturas celulares essenciais a integridade e sobrevivéncia celular (FANG et al.,
2007), além de terem a capacidade de desencadear apoptose por provocar permeabilizacdo na
membrana mitocondrial, levando a liberacdo de fatores pro-apoptéticos (BRENNER & GRIMM,
2006). Muitos quimioterdpicos, entre eles vinblastina, cisplatina, mitomicina C, doxorubicina,
camptotecina, inostamicina e neocarzinostatina tém acdo antitumoral devido a ativacdo de apoptose
dependente de espécies reativas de oxigénio (SIMIZU et al., 1998; FANG et al., 2007).

Novas estratégias anticancer, que vem sendo pesquisadas, consistem justamente em aumentar
o estresse oxidativo nas células tumorais, elevando as ROS até niveis letais para estas células, na
chamada “Terapia de Oxidagdo” (FANG et al., 2007; 2009). A obtencdo desse resultado ocorre
através de dois mecanismos principais: (a) aumento da produgdo de ROS através da administracdo de
enzimas oxidantes para as células-alvo (SAWA et al., 2000; FANG et al., 2002; BEN-YOSEPH &
ROSS, 1994; YOSHIKAWA et al., 1995; STEGMAN et al., 1998), ou (b) inibi¢do das enzimas
antioxidantes que atuam no tecido tumoral, entre elas SOD, catalase e GST (BRENNAN & GRIMM,

2006; HUANG et al., 2000; FANG et al., 2003) (Figura 45).
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Figura 45. Estresse Oxidativo e Enzimas Antioxidantes: alvos para a “Terapia de Oxidagdo”. Adaptado de Fang et al.,
2007.

Uma vez que Aloe vera e mel, quando administrados apds a inducdo do cincer (CWA2),
aparentemente aumentaram o estresse oxidativo no tecido tumoral, visto a tendéncia a maior
producdao de MDA (Figura 44B), e paralelamente os resultados obtidos no primeiro experimento do
presente trabalho, mostraram maior tendéncia a apoptose ao longo do desenvolvimento do
carcinossarcoma de Walker 256 em células tumorais de ratos tratados com Aloe vera e mel (Figura
11), supde-se que o tratamento com Aloe vera e mel estaria auxiliando no combate ao tumor, gerando
estresse oxidativo e apoptose no tecido tumoral.

Existem vérios relatos na literatura de alteracdes na atividade da GST no tecido tumoral em
diversos tipos de cancer (TSUCHIDA & SATO, 1992). Além disso, relata-se que a maior atividade da
GST em diversas linhagens de células cancerosas relaciona-se a resisténcia a quimioterdpicos,

enquanto linhagens celulares com menor atividade dessa enzima apresentavam-se ainda sensiveis as

drogas (WANG et al., 1989; BATIST et al., 1986; COLE et al., 1990; TEICHER et al., 1987). Este
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fato também j4 foi observado em células do tumor de Walker 256 (WANG & TEW, 1985; BULLER
et al., 1987; CLAPPER & TEW, 1989). Esta correlagdo entre aumento de atividade da GST e
quimioresisténcia fica evidente sabendo-se que a GST participa da metabolizacdo de medicamentos
(VALKO, 2006).

Portanto, a tendéncia a queda na atividade tumoral da GST proporcional ao tempo de
administracdo de Aloe vera e mel observada neste trabalho, sugere o possivel efeito do tratamento em
diminuir a capacidade anti-oxidativa do tumor e com isso aumentar a morte celular programada
dessas células neopldsicas em funcdo do estresse oxidativo (NIIZUMA et al., 2009), como foi
observado pelo aumento do indice de proteina pro-apoptoticas (Bax) e diminui¢do de proteinas anti-
apoptoéticas (Bcl-2) no tecido tumoral, apresentado nas Figuras 8 e 10. Assim, sabendo-se que a
menor atividade de GST manteria a susceptibilidade das células tumorais a acdo dos quimioterapicos,
sugere-se a necessidade de maiores investigacdes sobre a melhora na eficiéncia quimioterdpica,
através da associagdo de terapias coadjuvantes (Aloe vera e mel) junto a terapia convencional. Fato
observado anteriormente por Gribel' & Pashinskii (1986, 1990) e Wattenberg (1986), onde a
administragdo de Aloe vera e mel, a ratos com tumor, potencializou a acdo antitumoral dos
quimioterdpicos S-fluoracil e ciclofosfamida.

Embora atividade da SOD em CWA2 tenha apresentado tendéncia a elevacdo, alteracdes em
outras vias do processamento de espécies reativas de oxigénio e metabolitos nocivos possivelmente
conduziram ao aumento do estresse oxidativo no tecido tumoral, jd que nesse mesmo grupo (CWA?2),
a atividade da GST tendeu a diminui¢do (Figura 44C) e a concentracdo de MDA tendeu a elevagdo
(Figura 44). Além disso, sabe-se que, uma vez que a atuacdo da SOD leva a formagdao de H,0,,
posteriormente dissociada em radicais OH’, que também provocam estresse oxidativo e dano as
células, aumento na atividade de SOD sem aumento concomitante na atividade de enzimas

responsdveis pela conversao de H,O, em compostos menos reativos (entre elas a catalase) € danoso as
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células (MUZYKANTOV et al., 1996; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; FANG et al., 2009).
Esses dados sugerem que o tratamento com homogeneizado de Aloe vera e mel apds a inducdo de
tumor provavelmente foi capaz de aumentar o estresse oxidativo no tecido tumoral. A elevacio da
concentracdo de MDA nos tumores do grupo CWA?2 (Figura 44B) associada a tendéncia a aumento da
atividade da SOD, que como mencionado anteriormente produz H,O, (dissociado posteriormente em
OH’, caso ndo seja processado por outras enzimas) e menor atividades da GST e catalase (Figuras
44C e E) sugerem maior estresse oxidativo no tecido tumoral desse grupo. Porém mesmo com a baixa
concentragcdo de MDA, principalmente nos grupos AW2 e AWA?2 (Figura 44B), o decréscimo da
atividade de enzimas anti-oxidantes (Figura 44C, D e E) também poderia aumentar a susceptibilidade
ao estresse oxidativo no tecido tumoral desses grupos. Contrariamente, o grupo CW2 apresentou
baixos niveis de MDA com atividade mais elevada das enzimas anti-oxidantes, sugerindo manutengao
dos processos celulares e menor estresse oxidativo e dano, refletindo em provavel integridade dessas
células neopldsicas.

Como j4 mencionado, uma das vertentes estudadas na “Terapia de Oxidac¢do” (FANG et al.,
2007; 2009) consiste justamente em inibir a atividade das enzimas antioxidantes que atuam no tecido
tumoral, entre elas SOD, catalase e GST (HUANG er al., 2000; FANG et al., 2003).

Estudos indicam que indices elevados de fosfatase alcalina no tumor ou no plasma sanguineo
estdo correlacionados com tendéncia a metastase e prognostico ruim (LEVINE & ROSENBERG,
1979; BROWN & SINGH, 2006), portanto a queda de atividade apresentada em CWA?2,
provavelmente, indica que o homogeneizado de Aloe vera e mel tende a diminuir a agressividade do
tumor. Além disso, a menor atividade celular tumoral seria indicativo de morte celular programada,
corroborando com os efeitos da Aloe vera e mel sobre as atividades das enzimas anti-oxidantes e

aumento da peroxidacdo de lipidios, conduzindo ao aumento do estresse oxidativo.
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Conjuntamente, os dados obtidos no presente trabalho quanto ao estresse oxidativo,
espoliacdo e atividade celular em 6rgdos do hospedeiro e tecido tumoral de animais implantados com
carcinossarcoma de Walker 256 submetidos ou ndo a diferentes tratamentos com Aloe vera e mel,
confirmam que a presenca do tumor de Walker 256 facilita a ocorréncia de estresse oxidativo
(GOMES-MARCONDES & TISDALE, 2002; MARCONDES et al 2008; PERTILE & GOMES-
MARCONDES 2008).

Uma vez que o estresse oxidativo decorrente do desenvolvimento tumoral é em parte
responsdvel pelo estabelecimento e manutencdo da sindrome cancer-caquexia (BUCK & CHOJKIER,
1996; GOMES-MARCONDES & TISDALE, 2002; MANTOVANI et al., 2004), desbalangos entre a
producdo/acdo das espécies reativas de oxigénio e atividade de enzimas antioxidantes e
destoxificadoras, efeitos provocados pelo tumor, podem conduzir a estresse oxidativo, dano celular e
caquexia (BUCK & CHOIJKIER, 1996; GOMES-MARCONDES & TISDALE, 2002; MANTOVANI
et al., 2004; MARNETT 2002; FANG et al., 2009). Neste sentido, os presentes resultados confirmam
esta tendéncia, uma vez que foram encontradas alteracdes nos padrdes de atividade de enzimas como
SOD, catalase e GST e no teor de MDA em 6rgdos como coracdo, figado e misculo gastrocnémio,
além de reducgdo de indicios de espoliacdo de reservas (queda na massa muscular e de gordura) de
ratos portadores do carcinossarcoma de Walker 256.

A administragcdo de Aloe vera e mel, especialmente apenas apds a inducao de tumor (CWA?2),
provavelmente, atenuou o estresse oxidativo e os efeitos catabdlicos do tumor sobre tecidos
hospedeiros. Existem relatos tanto da presenca de subtancias antioxidantes quanto de complexos
enzimdticos antioxidantes presentes nas células da Aloe vera que associados aos efeitos do mel
corroboram com essa suposicao (SINGH et al., 2000; CHOI & CHUNG, 2003; JEDDAR et al., 1985;
BARDY et al., 2008; COOK & SAMMAN, 1996; CATAPANO, 1997; LOKU et al., 1995; SALAH

et al., 1995).
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A manutencio das reservas protéica e de gordura do individuo com céancer melhorariam a
qualidade de vida, a sobrevida e possibilitariam ao paciente suportar melhor o agressivo tratamento
convencional do cancer (TISDALE 2000, 2004, 2009a, 2009b).

Situacdo muito diferente da encontrada nos 6rgdos do hospedeiro foi evidenciada quando se
analisou o tecido tumoral, onde no grupo CW2, a atividade das enzimas antioxidantes foi ser capaz de
conter o estresse oxidativo. Em contra partida, a atividade da maioria das enzimas tendeu a redugdo
nos grupos que receberam Aloe vera e mel, embora a tendéncia ao estresse oxidativo tenha sido mais
evidente apenas no tecido tumoral do grupo CWA2. Dessa maneira, pdde-se supor que a diminui¢ao
no tamanho atingido pelo tumor em CWA?2 foi em parte decorrente do possivel estresse oxidativo
ocorrido nestes tumores.

Diferentes tipos de cancer sdo muito heterogéneos quanto a atividade de enzimas
antioxidantes e estresse oxidativo (TSUCHIDA & SATO, 1992; FRUEHAUF & MEYSKENS, 2007),
assim, novas terapias visam induzir a morte de células neopldsicas através de dano celular por
inducgdo do estresse oxidativo, aumentando a concentragdo de espécies reativas de oxigénio ou por
diminuicdo nas atividades das enzimas antioxidantes (SAWA et al., 2000; FANG et al., 2002, 2003,
2009; BEN-YOSEPH & ROSS, 1994; YOSHIKAWA et al., 1995; STEGMAN et al., 1998;
BRENNAN & GRIMM, 2006; HUANG et al., 2000). A progressiva queda na atividade da GST nos
tumores, de acordo com o tempo de administracdo de Aloe vera e mel, também sugere a necessidade
de maiores investigacOes a cerca da sensibilidade a quimioterdpicos das células neopldsicas em
associagdo a terapias coadjuvantes (WANG et al., 1989; BATIST et al., 1986; COLE et al., 1990;
TEICHER et al., 1987; WANG & TEW, 1985; BULLER et al., 1987; CLAPPER & TEW, 1989). A
acdo da Aloe vera e do mel sobre a atividade da GST no tecido tumoral poderia auxiliar na reversao
da resisténcia a drogas ou potencializar efeitos dos quimioterdpicos (GRIBEL' & PASHINSKII 1986,

1990 e WATTENBERG 1986). Além disso, a administracdo de Aloe vera e mel de maneira anti-
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implantacdo e terapéutica (AWA?2) mostrou-se ineficiente ou menos eficiente do que a administraciao
apenas ap0Os a indugdo tumoral — terapéutica (CWA?2). Talvez a administra¢do prolongada de Aloe
vera e mel tenha provocado alteragdes no sistema imunolégico, uma vez que ambos possuem
componentes imunomodulatérios (CHOI & CHUNG, 2003; REYNOLDS & DWECK, 1999;
JAGANATHAN & MANDAL, 2009a), porém mais estudos precisam ser realizados a fim de elucidar
esses mecanismos.

Ressaltando os dados aqui apresentados, a a¢do antagonica da administragdo da Aloe vera e
mel sobre o hospedeiro (preservacdo) e o tumor (ataque) ja foram observadas in vitro, onde enquanto
linhagens neoplésicas sob tratamento com determinados componentes de Aloe vera sofriam apoptose
ou menor proliferacdo, linhagens sauddveis ndo eram afetadas (PECERE et al., 2000). Assim, o
presente trabalho mostrou que o tratamento com Aloe vera e mel, de modo terapéutico, manteve em

parte os tecidos do hospedeiro em detrimento do crescimento tumoral.
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9 - CONCLUSOES

As respostas geradas pela administracdo do homogeneizado de Aloe vera e mel em ratos
portadores de carcinossarcoma de Walker 256 variaram de acordo com a fase de administracdo do
homogeneizado (antes e/ou apds a inducdo de tumor). Os animais tratados apenas apds a indugdo
tumoral (grupo CWA2) apresentaram os melhores resultados ndo apenas quanto a diminuicdo da
massa tumoral, mas também quanto aos efeitos modulatérios sobre os tecidos do hospedeiro e
simultaneo efeito deletério sobre o tecido tumoral, enquanto os animais tratados previamente (AW2)
e em todo o periodo (AWA?2) apresentaram pouca ou nenhuma resposta positiva, ndo tendo portanto,
neste modelo, papel preventivo contra o estabelecimento do implante tumoral

A acdo do homogeneizado de Aloe vera e mel diferiu nos tecidos hospedeiros e tumoral.
Quanto a analise do estresse oxidativo e a atividade de enzimas antioxidantes destes tecidos,
concluiu-se que os tecidos hospedeiros foram “protegidos”, enquanto o tecido tumoral sofreu maior
estresse oxidativo, além da acdo dos componentes ativos do homogenizado de Aloe vera e mel

prejudicarem o seu crescimento € aumentarem a propensao a apoptose das células neoplésicas.
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decreasing cell proliferation and increasing apoptosis in tumour tissue.
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ABSTRACT

Cancer is diagnosed in approximately 11 million people and is responsible for
almost 8§ million deaths worldwide every year. Research in cancer control has shown the
importance of co-adjuvant therapies. Aloe vera may reduce tumour mass and metastasis
rates, while honey may inhibit tumour growth. This study verified the influence of Aloe
vera and honey on tumour growth and in the apoptosis process by assessing tumour
size, the cell proliferation rate (Ki67-L1) and Bax/Bel-2 expression at 7, 14 and 20 days
after Walker 256 carcinoma implant in Wistar rats distributed into two groups: WA
group - tumour-bearing rats which received a gavage with a 670 ul/kg dose of Aloe vera
and honey solution daily. and CW group - tumour-bearing rats which received only a
0.9% NaCl solution. The effect of Aloe vera and honey against tumour growth was
observed through a decrease in relative weight (%) and Ki67-LI in tumours from WA
group compared to those from CW group. The Bax/Bcl-2 ratio increased in tumours
from WA group at all tested timepoints. These data suggest Aloe vera and honey can
modulate tumour growth by reducing cell proliferation and increasing apoptosis

susceptibility.
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INTRODUCTION

Cancer is diagnosed in approximately 11 million people and is responsible for

0o~ th B Lk =

almost 8 million deaths worldwide every year. Starting from a single cell that is
12 transformed by a multistage process. the genesis of cancer is mainly characterised by
14 the rapid proliferation of abnormal cells. invasion of adjacent tissues and spread to
distant organs (metastasis) (World Health Organization, 2009).

19 Cancer growth could be linked to two major abnormal cell characteristics:
21 unrestrained cell proliferation and insufficient apoptotic turnover (Nicholson, 2000).
The nuclear protein Ki-67 is expressed during the cell cycle in all the
26 proliferation phases (Gl. 8. G2. and mitosis) but is absent in the resting phase (G0).
28 These expression patterns make Ki-67 an excellent and commonly-used marker to
a1 identify the "growth fraction" of a cell population. According to several studies of some
33 types of tumours. the Ki-67 labelling index (Ki67-L1). expressed as the percentage of
immuno-reactive tumour cells among the total counted tumour cells, seems to have a
38 prognostic value for survival and tumour recurrence (Scholzen & Gerdes, 2000).

40 Cell survival is dependent on the complex interplay between pro-apoptotic and
anti-apoptotic proteins. Perhaps. the main class of proteins involved in this process is
45 the Bcel-2 family, which includes a large number of proteins. Among them, Bax and
47 Bel-2 are pro-apoptotic and anti-apoptotic factors, respectively,

50 Under normal conditions, Bax is localised in the cytoplasm as a soluble
52 monomeric protein, but upon stimulation (e.g.. DNA damage). Bax undergoes a
54 conformational change to an activated form and translocates to the mitochondrial
57 membrane. Therefore. this protein associates as homo-oligomers that promote the

59 permeabilisation of the outer mitochondrial membrane. This allows water and small

http:/fmec.manuscriptcentral.com/ptr
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molecules to pass through, leading to the swelling of intermembrane space and rupture
of the outer mitochondrial membrane. Consequently, toxic proteins such as cytochrome
c are released from the intermembrane space of the mitochondria; this essential
component of the respiratory chain, when released in the cytoplasm and in the presence
of ATP, together with Apaf-1 and procaspase 9 forms the “‘apoptosome’’. This
activates caspase 9 and triggers the classic apoptotic cascade, leading to apoptotic cell
death (Broker er al.. 2005: Dai & Grant, 2007).

In contrast, the anti-apoptotic Bel-2 protein prevents cell death by hetero-
dimerising with Bax-like proteins, blocking its function and consequently, the progress
of the apoptotic cascade (Adams & Cory, 2007).

Recent studies have shown that conventional cancer therapies. such as
chemotherapy. radiotherapy and surgery. could be administered in association with co-
adjuvant therapies. Together. these can improve the prognosis and the quality of life of
cancer patients (Montbriand, 2004). Studies suggest that Aloe vera (Linne) (Liliaceae)
has some pharmacological activities, including immunomodulation and anticancer
properties. The components of Aloe vera might inhibit tumour growth, reduce tumour
mass and inhibit metastasis (Akev er al., 2007; He er al.,, 2008). Concurrently, honey
has also been shown to have anticancer properties, including the inhibition of tumour
cell transformation and proliferation, and induction of apoptosis (Swellam er al., 2003).
Based on these previous results, the main purpose of this research was to analyse the
modulating effects of an Alve vera and honey solution on tumour growth. tumour cell

proliferation and apoptosis induction during cancer development in an in vive model,

MATERIALS AND METHODS
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Aloe vera and honey solution:

Mature and healthy leaves of Aloe vera (500 g) collected from greenhouse at
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State University of Campinas/SP Brazil, were homogenised with honey (Lambertucci
12 Ltda, Rio Claro, Brazil) (500 g) and ethylic alcohol (30 mL) in aseptic conditions and
14 kept in dark vials and at a low temperature (4°C) (Zago, 2004).

Experimental protocol:

19 Adult male Wistar rats (90 days old. body weight approximately 300 g) were
21 implanted subcutaneously with a Walker 256 carcinoma cell suspension (1 x 10° viable
tumour cells). Treatment was distributed in two groups of rats: the WA group (n=15),
26 received a gavage with a 670 ul/kg dose of the Aloe vera and honey solution daily,
while the CW group (n=15) was gavaged with 670 pl/kg of 0.9% NaCl solution.

31 At timepoints of 7, 14 and 20 days after tumour implantation, five rats from each
33 group (CW and WA) were randomly chosen to be sacrificed, and their tumours were
36 dissected, weighed and aliquoted for further analyses.

38 The general guidelines of the UKCCCR (United Kingdom Co-ordinating
Committee on Cancer Research. 20035) for animal welfare were followed (Vale et al.,
43 2003), and the experimental protocols were approved by the institutional Committee for
45 Ethics in Animal Research (CEEA.IB/UNICAMP, protocol # 1400-1).
Immunohistochemistry:

50 Once the tumour weights were determined, appropriately-sized samples were
52 fixed in a 4% para-formaldehyde solution for 24 hours and then buried in paraffin
55 blocks following routine procedures. Cross sections (5 um) taken from these blocks
57 were mounted on poly-L-lysine-coated slides, de-paraffinised. rehydrated through a

series of incubations from alcohol to distilled water, treated with 3% hydrogen peroxide
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in PBS for 30 min (to block endogenous peroxidase activity) and microwaved on high
for 10 min in 0.01 N sodium citrate buffer, pH 6.4. After blocking with horse serum at
room temperature for 30 min, the primary antibodies specific to Ki-67 (AnaSpec, Inc.,
San Jose, CA, USA), Bax and Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA). were applied at appropriate dilutions for incubation at 4°C in a humidified
chamber overnight. The sections were washed five times for 5 min each in PBS and
linked with the appropriate host avidin biotinylated horseradish peroxidase-tagged
secondary antibodies (Santa Cruz Biotechnology. Inc., Santa Cruz, CA, USA) for 60
minutes. We used the ABC kit (Easy Path) to obtain better visualisation. Colour
development was obtained with 30-30-diaminobenzidine. and counterstaining was
performed with Harris hematoxylin, Immunostaining of a tissue section in the absence
of the primary antibody was used as a negative control. Visualisation and
documentation were accomplished with a LEICA microscope supporting a video
camera, and analyses were done on Image Pro-Plus software (1.0 version. Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

To determine stained cell percentages, about 300 cells from at least 3 random

. ) . .
fields (approximately 12 x 10° wm~) were counted from each tissue section.

Statistical analysis:

The results were expressed as the mean + SEM. Comparisons between the
untreated tumour-bearing group (CW) and Aloe vera- and honey-treated tumour-bearing
group (WA) were performed using the unpaired t test. The p values <0.05 were
considered statistically significant. The statistical analysis was performed using the

Graph Pad Prism software (v3.00 for Windows 98, USA) (Gad & Weil, 1994).
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RESULTS

Tumour growth was modulated by the Aloe vera and honey solution
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The effect of the Alve vera and honey solution on tumour growth was evident in
12 the treated group (WA) compared to the untreated group (CW) (Figure 1A). Upon
14 tumour growth analysis, the tumours in the WA group were smaller in mass
(represented by a decrease in relative weight (%)) compared to the tumours in the CW
19 group. and this difference continued to increase at later timepoints, especially on the
21 20" day after the original tumour implantation (Figure 1A),

To investigate and verify the difference in tumour growth, the cell proliferative
26 rates (Ki-67 labelling index, Ki67-LI1) in the CW and WA tumour tissue samples
28 (Figure 1B and C) were obtained by the immunohistochemistry assay for Ki-67. The
a1 Ki67-L1 in WA tumours was markedly decreased at all timepoints, especially on the
33 14" and 20" days (Figure 1B).

The Aloe vera and honey solution affected the Bax and Bcel-2 expression in tumour

38 cells

40 In comparing the treated and untreated groups, we found that the proteins related
to the apoptotic pathway (Bax and Bel-2) also exhibited differences in expression.

45 The percentage of tumour cells expressing the pro-apoptotic protein Bax
47 significantly decreased in the untreated group (CW) on the 20™ day after tumour
50 implantation compared to the preceding days (7" and 14"). On the other hand,
52 compared to the control group. there was an increase in the percentage of Bax-positive
54 cells found in the tumours of the Alve vera- and honey-treated group (WA) on the 20"

57 day (Figure 2A and 2D).

http:/fmec.manuscriptcentral.com/ptr
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Compared to expression found in the tumours from the untreated group (CW),
the expression of anti-apoptotic protein Bel-2 was lower in the tumours from the Aloe
vera- and honey-treated group (WA) at all examined timepoints (Figure 2B). This
difference was larger especially on the 7" and 14" days of tumour development (Figure
2E).

Indeed, the Bax/Bcl-2 ratio analysis remarkably showed that in comparison to
the turnours from the untreated group (CW). tumours from the Aloe vera- and honey-
treated group (WA) tended to show higger indexes throughout the experimental period

(Figure 2C).

DISCUSSION

Natural compounds have been used as therapeutic products by humans for
hundreds of years. It has been shown that approximately 89% of patients with cancer or
other chronic diseases use alternative therapies. often herbal or natural products
(Montbriand, 2004). Studies have suggested the effectiveness and applicability of herbs
and natural products to prevent or treat diseases such as cancer (Montbriand., 2004;
Surh, 2003).

The present study demonstrated that oral administration of an Aloe vera and
honey solution to tumour-bearing rats could inhibit tumour growth; the decrease in
tumour mass could be observed by comparing the tumour weights of treated rats (WA)
and untreated rats (CW) throughout the experiment. There are several lines of evidence
that Aloe vera and their components may reduce tumour size or inhibit tumour growth
in vive and in vitre (Surh. 2003: Acevedo-Duncan. et al 2004; Lissoni. et af 2009), and

these effects have also been seen with honey (Swellam, er al. 2003). There is a need to
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investigate and further elucidate the active components within the Aloe vera and honey

solution so that they may be used as co-adjuvants to combat tumour cells.
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The understanding of the action and target mechanisms of natural or naturally-
12 derived compounds as cancer-preventative or cancer-therapeutic agents is essential for
14 their application in modern science. Additionally, they could represent a very simple but
promising strategy in the treatment of human cancer, once uncontrolled proliferation
19 and abnormal apoptosis leads to the occurrence and development of neoplasic cells. and
21 some natural products that can promote the apoptosis of cancer cells or decrease their
proliferation. Therefore, in the present work, it is worth a mention that some evenis
28 occurring in the tumours, among them, changes in cell cycle progression and cell death
28 promotion caused by Aloe vera and honey (Acevedo-Duncan er al., 2004, Swellan er
a1 al., 2003), could lead to the smaller tumour sizes obsgerved.

33 The concomitant decrease of Kif7-LI observed in the treated tumour-bearing
rats (WA), suggested that administration of the Aloe vera and honey solution can also
38 lead to lower tumour cell proliferation. A high level of Ki67-L1 implies that a tumour
40 has a rapid growth rate and, in some cases, indicates aggressiveness and poor prognosis
a2 (Scholzen & Gerdes. 2000; Bush er al., 1991). Therefore, the reduction of Ki67-LI
45 observed in the WA group might indicate that the treatment with Aloe vera and honey
47 could modulate tumour growth and progression.

50 Another mechanism usually involved in tumour control is cell death, especially
52 apoptosis. It has been known that Bax and Bel-2 regulate apoptosis. Bax has a pro-
54 apoptotic effect which can be blocked by Bel-2 (Vaux et al., 1988; Oltvai er al.. 1993).
57 In consequence, the balance between Bax and Bcl-2 expression in the cell could

59 determinate the apoptosis occurrence.
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The results obtained in the present work showed that compared to the Bax
expression examined on the 7" and 14™ day after tumour implantation. the Bax
expression decreased on the 20th day in the tumours from the CW group. In contrast,
Bax expression increased in the tumours from the WA group. These data suggested that
without treatment the apoptosis process could be inhibited through tumour
development. The treatment with Aloe vera and honey could have stimulated the
increased expression of the pro-apoptotic factor Bax and increased the possibility of cell
death.

Bel-2 is overexpressed in many types of tumours. especially in relapsed or
chemoresistant malignancies (Reed er al., 1996: Krajewska er al.. 1996; Borner er al.,
1999; Villar er al., 2001; Tothova er al.. 2002), and is as an important target for a
selective new cancer therapy (An et al., 2004).

Bel-2 expression was significantly lower in the tumours from the WA group
compared to the expression in tumours from the CW group. especially during an early
timepaint (7" day after implantation). Although the tumour expression levels of Bcl-2
tended to equalise between the WA and CW groups at a later time in tumour
development (20" day after implantation), the Bax/Bcl-2 ratio was significantly larger
in the tumours from the WA group than in the tumours from the CW group at all tested
timepoints. It has been proposed that the Bax/Bcl-2 ratio may manage the sensitivity of
cells to apoptotic stimuli (Gazzaniga er al., 1996; Thomas e al., 1996), thus, increasing
the apoptosis propensity of tumours in rats receiving the Aloe vera and honey treatment.
In support of these data, several researchers have shown that Aloe or honey components

can induce apoptosis through a large number of mechanisms, including Bax/Bcl-2
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regulation (Lin et al.. 2006; Choi ef al.. 2008). Studies have also shown the importance

of the synergistic activity of 4/oe components (Kametani ef al., 2007).

0o~ th B Lk =

These data suggested that Aloe vera and honey can modulate tumour growth by
12 reducing cell proliferation and reducing tumour weight. The Bax/Bel-2 ratio increased
14 in the tumours from the WA group at all tested timepoints, suggesting an increase in
apoptosis susceptibility. Further studies are underway in our laboratory to determine
19 what and how the active components within the Aloe vera and honey solution could
21 affect the tumour growth. Certainly, a large number of complex mechanisms may be
involved in the twmour growth modulation effects of Aloe vera and honey that result in

28 changes in proliferative capacity and apoptosis induction.
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Figure 1. Tumour growth evolution was affected by Aloe vera and honey solution

A- Tumour size (%. relative weight), B - Ki-67 expression in tumour samples from

0o~ th B Lk =

untreated rats (CW) and Aloe vera-and honey-treated rats (WA) at 7. 14 and 20 days
12 after tumour implantation. C - Immunohistochemistry images for Ki-67-stained cells in
14 tumours from CW and WA groups on different days after tumour induction
(Magnification—1000x). Legend: CW 7d: The tumour-bearing control group (CW) on the
19 7t day of tumour development; CW 14d: The CW group on the 14" day of tumour
21 development; CW 20d: The CW groups on the 20" day of tumour development; WA
7d: The Aloe vera- and honey-treated tumour-bearing group (WA) on the 7" day of
28 tumour development; WA 14d: The WA group on the 14" day of tumour development;
28 WA 20d: The WA group on the 20" day of tumour development. The results are
a1 expressed as the mean + SEM. * P < 0.05 indicates significant differences within each

33 column between the CW and WA groups on the different tested timepoints.

38 Figure 2. The Aloe vera and honey solution changed the expression of Bax and Bel-
40 2 in tumour cells. A — % of Bax-positive cell expression, B - % of Bcl-2-positive cell
expression, C - the Bax/Bcl-2 ratio (arbitrary unit) in tumour samples from untreated
45 rats (CW) and Aloe vera-and honey-treated rats (WA). D - Immunohistochemistry
47 images of cells stained for immunohistochemical detection of Bax protein in CW and
WA tumours on different days after tumour induction (Magnification - 1000x). E —
52 Immunohistochemistry detection for Bel-2 expression in tumours from the CW and WA
54 groups on different days after tumour induction (Magnification - 1000x). Legend: CW
7d: tumour-bearing control group (CW) on the 7™ day of tumour development; CW 14d:

59 The CW group on the 14" day of tumour development; CW 20d: The CW group on the
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20" day of tumour development; WA 7d: The Aloe vera- and honey-treated tumour-
bearing (WA) group on the 7" day of tumour development: WA 14d: The WA group on
the 14" day of tumour development: WA 20d: The WA group on the 20" day of tumour
development. * P < 0.05 indicates significant differences within each column between the

CW and WA groups among the different tested timepoints.
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