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Resumo

Como alimento funcional, o consumo do suco de Aloe vera (Aloe barbadensis, Miller) esta
crescendo consideravelmente devido ao seu potencial antioxidante, entretanto, ndo houve
uma adequada avaliacao desta planta para possiveis efeitos adversos ou de protecdo em
relacdo aos danos ao DNA. Este trabalho teve como objetivo avaliar, in vivo, o efeito do
suco comercial de Aloe vera (Olivos Alimentos Funcionais) sobre a genotoxicidade do
agente mutagénico MMS em camundongos CF-1 utilizando o Ensaio Cometa. Os animais
foram divididos em 12 grupos com 6 animais cada. Os grupos foram: grupo 1 e 2 (controles
negativos), receberam agua e veiculo; o grupo 3, 4 e 5, as diferentes doses de suco; os
grupos 6, 7, 8 (pré-tratamento) receberam inicialmente o suco, em diferentes doses e 24
horas apés receberam MMS por via intraperitoneal (40mg/kg); e os grupos 9, 10 e 11 (pos-
tratamento) receberam inicialmente o MMS e 24 horas apds receber o suco em doses
diferentes; grupo 12 recebeu apenas o agente alquilante MMS. As coletas de sangue
foram feitas 24 horas ap6s o ultimo tratamento. Os resultados demonstraram que o suco
em todas as suas doses nao foi genotéxico, e que nas doses de 360 mg/kg e 730 mg/kg do
pds tratamento, reduziram os danos causados pelo MMS em 40,45% e 73,0%
respectivamente, indicando uma agéo de reparagéo no DNA.

Palavras-chave: alimento funcional; Aloe Vera; genotoxicidade; antigenotoxicidade; ensaio

cometa.

Abstract
As functional foods, consumption of Aloe Vera juice (Aloe barbadensis Miller) is growing
considerably due to its antioxidant potential, however, there was an adequate evaluation of
this plant or to possible adverse effects of protection in relation to DNA damage. This study
aims to evaluate in vivo the effect of commercial Aloe vera juice (Olivos Functional Foods)
on the genotoxicity of mutagenic agent MMS in CF-1 mice using the Comet assay. The
animals were divided into 12 groups of 6 animals each, groups were: Group 1 and 2
(negative controls received water and vehicle, group 3, 4 and 5, different doses of juice,
groups 6, 7, 8 (pretreatment) received initially juice, at different doses and 24 hours after
received MMS intraperitoneally (40mg/kg), and groups 9, 10 and 11 (post-treatment) were
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initially MMS and 24 hours after receiving the juice at different doses, a group of 12
received only the alkylating agent MMS. Blood samples were taken after 24 hours the last
treatment. The results showed that the juice in all its doses was not genotoxic and that the
doses of 360 mg/kg and 730 mg/kg in the post treatment, reduced the damage caused by
MMS at 40.45% and 73.0% respectively indicating an action in DNA repair.

Key-words: functional foods; Aloe Vera; genotoxicity; antigenotoxicity; comet assay.

INTRODUCAO

Os alimentos funcionais sao alimentos comuns de dietas convencionais, que
apresentam propriedades fisiologicamente saudaveis no sentido de regular as fungdes
corporais de forma a auxiliar na protecdo de doencas como hipertensdo, diabetes,
sindrome metabdlica, resisténcia & insulina, osteoporose, doencas cardiovasculares e
cancer (Souza et al., 2003; Candido e Campos, 2005; Afman e Mller, 2006).

Uma das categorias importantes de produtos relacionados com a alimentacéo
funcional € segmento de bebidas n&o-alcodlicas enriquecidos com vitaminas A, C e E, ou
outros ingredientes funcionais. Varios compostos tém sido estudados para que possam ser
incluidos na dieta humana, entre eles os produtos da planta Aloe barbadensis Miller,
conhecida também como Aloe vera (Sir6 et al., 2008).

A planta, popularmente conhecida como babosa, da espécie Aloe vera L (mais
recentemente denominada A. barbadensis Miller) além de muito difundida pela industria de
cosméticos, tem sido cientificamente estudada em razado dos seus propalados efeitos
terapéuticos milenares (Berti et al. 2007). Existem no minimo 600 espécies de Aloe
conhecidas (familia Liliaceae) (Kawai et al. 1993; Bello-Klein, 2002).

Dentre estas, a A. barbadensis, apresenta muitos beneficios terapéuticos e
nutricionais (Araujo et al. 2002). Isto devido a sua composicao fitoquimica, aonde alguns
estudos tém demonstrado a presenca de varios compostos de interesse oriundos dos

metabolismos primario e secundario da Aloe vera, como derivados das antraquinonas,
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mucilagem, resinas, agucares, polissacarideos, acidos graxos, esterdis, glicoproteinas,
enzimas, aminoacidos, minerais e vitaminas (Choi e Chung, 2003.).

O consumo do suco de Aloe vera vem sendo utilizado como antioxidante para
contrapor o envelhecimento, que é acarretado principalmente pelos efeitos nocivos das
espécies reativas de oxigénio, em varios compartimentos celulares. Isso envolve a reducao
do oxigénio molecular, que leva a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
incluindo o &anion superoxido e radical hidroxila. Dessa forma, ocasionando danos
oxidativos em macromoléculas importantes como o material genético e assim
desempenhando um papel importante em varias condi¢cdes patoldégicas, como por
exemplo, o céncer. Apesar da disseminacdo no uso do suco de Aloe vera, questdes
envolvendo sua acao toxicoldégica permanecem sendo sistematicamente estudadas,
através da analise de estudos in vitro e in vivo do suco ou extrato desta planta (Winters et
al. 1981; Avila et al. 1997; Sirdaarta & Cook, 2010).

Muitos compostos vegetais protegem contra xenobidticos tanto por induzirem
enzimas detoxificadoras, quanto por inibirem enzimas oxidativas. Sendo assim, estudos
sobre substancias que possam minimizar esses danos sao de grande interesse.
Adicionalmente agentes potencialmente carcinbgenos como o0s hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs), presentes em alimentos grelhados e defumados (Raimondi
et al. 2007), compostos N-nitrosos presentes em alimentos que sdo enriquecidos com
nitrato de sédio, como os enlatados e embutidos, amplamente difundidos na dieta humana
(Brambilla & Martelli, 2007). Uma estratégia alternativa atualmente utilizada é a de se
consumirem agentes antioxidantes/antigenotdxicos que podem prevenir ou reverter alguns
dos efeitos produzidos pelos carcinégenos (Bello-Klein, 2002; Paolini & Nestlé, 2003).
Contudo, o conhecimento dos mecanismos especificos de acdo de muitos alimentos
funcionais que sdo considerados antioxidantes ou anti-carcinégenos ainda é incipiente.

Deste modo este trabalho tem como objetivo verificar o comportamento em nivel de
danos de DNA do suco de Aloe vera (A. barbadensis Miller), de modo a garantir a
seguranca no seu consumo. Além disso, buscamos também analisar se 0 mesmo suco
pode modular a acdo de um agente mutagénico como o metil metanosulfonato (MMS), em
células de camundongos através do Ensaio Cometa, com a expectativa de sugerir seu

consumo como um agente de acao protetora e/ou reparadora de danos no DNA.
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METODOS

Animais

Foram utilizados 72 camundongos CF-1 machos com peso variando de 30 a 45 ¢
provenientes do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Os
animais foram mantidos a temperatura ambiente controlada (23 + 1°C) com ciclo claro-
escuro de 12 horas, agua e comida foram oferecidas ad libitum. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica no uso de animais da UNESC e aprovado como niimero de protocolo
56/2010. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o0s principios éticos do

Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA.

Preparo do suco

O suco foi obtido da industria OLIVOS alimentos funcionais LTDA. e mantido de
acordo com as condicdes de refrigeragdo preconizadas pela industria (4°C).
A dose foi calculada com base na determinacdo dos sélidos totais, através da seguinte
equacao: Peso da capsula com material seco — Peso da capsula vazia = Total de extrativos
sélidos em 10 mL, estimou-se a dose para humanos e fizeram-se os calculos de conversao

para camundongos, resultando nas doses de 360mg\ kg, 730 mg\kg, 1000 mg\kg.

Desenho experimental

Os animais foram divididos em 12 grupos com 6 animais cada grupo, com
administragdo dos tratamentos, respeitando o volume de 0,1 mL/10g de peso corporal, e
conforme tabela 1. A administracdo do suco, veiculo e agua foi efetuada por gavagem e a
administracdo do agente alquilante MMS, por via intraperitoneal. A coleta de sangue foi
realizada por meio de incisdo na extremidade da cauda do animal, e retirado sangue da

veia caudal com auxilio de uma micropipeta (Tabelat).
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Tabela 1. Desenho experimental: administracdo dos compostos, horarios de coleta de

amostras e morte dos animais.

Grupos/tempo 0 hora 24 horas 48 horas
Controles para 12 administracao de: Coleta de sangue Coleta de
ensaio de Agua 22 administragao de: sangue.
genotoxicidade  Veiculo Agua
Suco dose 360mg\ kg Veiculo
Suco dose 730 mg\kg Suco dose 360mg\ kg
Suco dose 1000 mg\kg Suco dose 730 mg\kg
Suco dose 1000 mg\kg
CP 12 administracao de: Coleta de sangue Coleta de
MMS 22 administracdo de: MMS sangue.
Pré-tratamento 12 administracao de: NAO COLETA  Coleta de sangue 2°coleta de
Suco dose 360mg\ kg Administragao de: MMS sangue.
Suco dose 730 mg\kg
Suco dose 1000 mg\kg
Pés-tratamento 12 administragéo de: NAO COLETA  Coleta de sangue 2°coleta de
MMS 22 administracao de: sangue.

Suco dose 360mg\ kg
Suco dose 730 mg\kg
Suco dose 1000mg\kg

CP= Controle positivo; MMS= Metilmetano sulfonato.

Ensaio cometa

O Ensaio Cometa foi realizado conforme descrito por Tice et al. (2000). As laminas
foram preparadas pela mistura de 5uL de sangue com 90uL de agarose Low Melting Point
(0,75%). Essa mistura (células/agarose) foi colocada em lamina de microscépio pre-
revestida com cobertura de 300 yL de agarose normal (1,5 %) e apds foi coberta com uma
laminula. Apos a solidificacdo em geladeira por aproximadamente 5 minutos, as laminulas
foram cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5 M NaCl, 100
mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢do na hora do uso de 1% de Triton X —
100 e 10% de DMSO) por no minimo 1 hora até duas semanas em 4 C. Posteriormente as
laminas foram entao incubadas em tampao alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH>13)
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por 20 minutos para desenovelamento do DNA. A corrida eletroforética foi realizada por
mais 15 minutos, a 25V e 300mA. Todas essas etapas foram realizadas sob luz amarela
indireta. Em seguida as laminas foram neutralizadas com 0,4 M Tris (pH 7,5). Finalmente,
o DNA foi corado com brometo de etidio (20 pg/mL) e analisado em microscépio de
fluorescéncia com aumento de 400x, onde foram analisadas 100 células por individuo e
por tecido (50 em cada lamina duplicada). As células foram avaliadas visualmente e
classificadas em cinco classes, de acordo com o tamanho da cauda (0 = sem cauda a 4 =
comprimento maximo de cauda) (Collins et al. 1997). A frequéncia de danos (FD em %) foi
calculada em cada amostra com base no numero de células com cauda versus o numero
de células sem cauda. Controles negativos e positivos foram usados para cada teste de
eletroforese para assegurar a confiabilidade do procedimento.

Andlise estatistica

A normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. As
andlises estatisticas para indice de Dano e Frequéncia de Dano foram feitas através do
teste ANOVA usando o teste Tukey como post hoc. O teste t de Student foi utilizado para
se fazer a comparacdo dos parametros com distribuicdo normal em relacdo as
comparagbes de pré e pos-tratamento. Uma diferenga de P < 0.05 foi considerada

estatisticamente significante. O pacote estatistico utilizado foi o BioEstat 5.0.

RESULTADOS

Analise da genotoxicidade do suco de Aloe vera

A figura 1 mostra que, o suco de Aloe vera em todas as suas doses, nao
apresentou diferenca estatistica significante quando comparado aos grupos agua (controle
negativo) e veiculo, mostrando-se dessa forma nao genotoxico. Contudo, os animais do
grupo tratado com MMS (controle positivo), apresentaram danos significativamente
elevados (P<0,01; ANOVA, Tukey) em relacdo aos demais grupos, 0 que comprova a

eficiéncia da técnica.
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O agente alquilante MMS em 12 horas mostrou-se significativamente elevado,
quando comparado as 24h e 48 horas de tratamento (ANOVA, Tukey P< 0,01). No entanto,
quando comparamos as doses de Aloe vera entre si, nas diferentes horas de tratamento,
nao verificamos diferenca estatistica entre os tempos de exposicao.
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Figura 1. indice de dano em DNA induzidos por agua, veiculo, MMS e diferentes doses do
suco de Aloe vera avaliados através do Ensaio Cometa em diferentes horas de exposic¢ao.
*Valores significativos em relacdo a agua, veiculo, tratamentos 360 mg/kg e 730 mg/kg e
1000 mg/kg, P <0,01 (ANOVA,Tukey). #valores significativos em relagdo aos tempos de 24
e 48 horas no mesmo grupo de tratamento, P< 0,01 ( ANOVA, Tukey).

Analise da antigenotoxicidade do suco de Aloe vera

Comparando o nivel de dano no DNA nas células dos animais tratados com MMS e
amostrados em 24 horas com o grupo pré-tratado com o suco de Aloe vera (SAV), e
posteriormente exposto ao MMS por 24 horas, observou-se que nao houve uma diferenca
estatisticamente significativa entre estes grupos, mostrando que 0 suco nao preveniu os
danos causados pelo agente alquilante MMS (Figura 2).

Por outro lado, no pds-tratamento com o suco de Aloe vera, observou-se uma
reducdo significativa nos danos causados pelo agente alquilante nas células sanguineas
dos animais, tanto em indice como em frequéncia de danos (P<0,01) t de Student (figura
2). Isto pode ser observado na comparagao entre os grupos que receberam inicialmente o

agente alquilante MMS posteriormente ficaram expostos por 24 horas as diferentes doses
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do suco com os animais do grupo que foi tratado somente com MMS e amostrado em 48

horas, sugerindo que o suco de Aloe vera reverteu os danos induzidos pelo agente
alquilante MMS.
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Figura 2. (A) indice de danos dos diferentes grupos experimentais tratados com agente
alquilante MMS ou com as diferentes doses do suco de Aloe vera (360 mg/Kg, 730 mg/kg
e 1000 mg/kg). Dados diferentes néo significativos no pré-tratamento. (B) indice de danos
induzido pelo agente alquilante MMS e avaliado através do Ensaio Cometa.*Valor
significativo em relagao as diferentes doses do suco Aloe vera (360 mg/Kg, 730 mg/kg e
1000 mg/kg) no pés-tratamento. P< 0,01 (tde Student).

Revista Inova Saude, Criciuma, vol. 1, nov. 2012 138



Artigo Original

Fisiopatologia

Potencial antigenotoxico de Aloe vera

DISCUSSAO

A dieta € um fator relacionado com a inducdo de cancer ou de sua prevencgao,
devido a presenca de compostos bioativos alimentares, tais como flavondides,
carotendides, entre outros, que podem desempenhar um importante papel na modulagéao
ou na prevencgao do desenvolvimento do cancer (Kim et al. 1999).

A utilizacdo da Aloe vera (Aloe barbadensis MILLER) mostra-se de grande
interesse, uma vez que se trata de uma planta descrita em varias farmacopéias com
crescente interesse comercial relacionado aos setores agricola, cosmético, nutracéutico e
farmacéutico. Como exemplo do crescente interesse comercial nas espécies da familia
Liliaceae, mais especificamente na Aloe barbadensis Miller como fonte de compostos
farmacolégicos, citam-se na literatura diversos estudos enfocando metabdlitos primarios e
secundarios desta espécie vegetal (Femenia et al. 1999; Reynolds e Dweck, 1999;
Talmadge et al. 2004).

Segundo Femenia et al. (1999) o extrato do parénquima de reserva da Aloe
barbadensis Miller promove a cura de doengas pela interacdo sinérgica de seus
componentes, incluindo alcaléides, saponinas, acidos graxos, glicoproteinas, resinas,
esterdis, minerais, vitaminas (A, C e E), aminoacidos, enzimas e outras pequenas
moléculas constituintes.

Compostos com atividade imunomodulatéria, como lectina tém sido isolados do
extrato parenquimatoso (Bautista-Perez et al. 2004). As lectinas ligam-se aos carboidratos
de maneira nao-covalente. Esta associagcdo é a primeira etapa em diversos eventos
biolégicos como infeccdo, diferenciacdo celular, interacao parasita-hospedeiro, formacao
de 6rgaos, metastase e reconhecimento celular (Vazquez et al. 1996).

Estudos sobre genotoxicidade do suco da Aloe vera sao incipientes, dessa forma
nossos resultados foram comparados a outras formas farmacéuticas utilizando a Aloe vera
e seus compostos de forma isolada.

Em uma avaliacao realizada em ratos para verificar a antigenotoxicidade do extrato
de Aloe vera através dos testes de aberracbes cromossdmicas, micronucleos (MN), troca
de cromatides irmas e teste de Ames, Kayraldiz et al (2010) verificaram que o extrato foi

genotoxico em todas as concentracées usadas (750, 1000, e 1250 mg/kg) no teste de
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aberracbtes cromossémicas. Contudo na anélise de trocas de cromatides irmas ndao houve
aumento, porém aumentou a frequéncia de MN em linfécitos periféricos. Além disso, o
extrato apresentou um efeito citotoxico e ndo reduziu a genotoxicidade causada pelo
uretano, agente usado como controle positivo (Kayraldiz et al. 2010).

Em contra partida nosso estudo demonstrou através do ensaio cometa que o suco
comercial de Aloe vera, apresentou baixos indices de danos nas células sanguineas de
camundongos tratados com as diferentes doses do suco, nao apresentando
genotoxicidade. O nivel de dano foi semelhante aos dos grupos tratados com a agua e o
veiculo, e significativamente mais baixo quando comparado ao grupo tratado com o agente
alquilante MMS. Além disso, quando utilizamos este conhecido indutor de danos para
avaliar o comportamento do suco de Aloe vera frente aos danos causados pelo mesmo,
pode-se inferir que o suco comercial de Aloe vera pode ajudar na reparacdo contra
agentes genotoxicos.

Os danos causados pelo MMS estao relacionados com a metilacdo de bases no
DNA, criando 7-desoxiguanina e 3-metil adenina (3MeA). Supde-se também que, pelo fato
das lesdes do tipo 3MeA bloquearem a sintese de DNA, estas sejam responsaveis pela
inducdo dos processos recombinacionais do MMS, que € considerado um agente
radiomético, pois exerce um efeito bastante semelhante ao da radiagao ionizante (Antonio
et al. 2003).

Muitos estudos tém demonstrado que os extratos de Aloe vera também possuem
potencial antioxidante (Hu et al. 2003; Hu et al. 2005). Além disso, outros estudos
demonstraram atividade quimiopreventiva de polissacarideos extraidos de A. barbadensis
contra danos causados por potentes agentes mutagénicos (Kim e Lee, 1997; Kim et al.
1999). Contudo outros estudos tém relatado efeitos toxicos de componentes da Aloe vera
(Tian e Hua, 2005; Sirdaarta e Cook, 2010).

Nossos resultados apontam que o suco de Aloe vera no pré tratamento, ndo reduziu
significativamente os danos causados pelo MMS, porém quando analisamos os resultados
para 0 pos tratamento a eficacia para as doses de 360 mg/kg e de 730mg/kg, foi
significativamente redutora em 40,45% e 73,0% respectivamente. Estes dados podem ser

atribuidos ao conjunto de substancias quimicas encontradas no suco da Aloe vera.
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Estudos relacionados aos metabdlitos primarios da Aloe barbadensis Miller mostram
que mais de 60% do remanescente sélido do parénquima de reserva é constituido de
polissacarideos, sendo a acemanana o principal constituinte (Femenia et al. 1999). Estudos
mostram que grande parte das propriedades farmacolédgicas e biolégicas da babosa esta
relacionada com um conjunto de substancias de natureza polissacaridica conhecidas como
acemananas, que sdao uma mistura de polimeros cujas cadeias possuem diversos
tamanhos (Lee et al. 2001; Choi e Chung, 2003).

Em outro estudo, também foi observada a reducdo de tumores-implantados
intraperitonealmente em ratos, nos quais as acemananas mostraram cura por reducao
total. Sugere-se que a atividade antitumoral da acemanana seja dada pela ativagdo de
mecanismos de defesa imunolégicos e nao pela toxicidade direta sobre o tumor (Lee et al.
2001; Choi e Chung, 2003).

A composicao quimica da babosa € em geral semelhante, ocorrendo em algumas
espécies compostos em maiores concentragdes que outros, no caso da Aloe barbadensis
Miller, os compostos majoritarios sao principalmente os polissacarideos. No entanto em
menores concentracdes estdo presentes vitaminas, entre elas a vitamina C (Moon et al.
1999; Araujo et al. 2002), que é um micronutriente importante requerido principalmente
como um cofator de enzimas envolvidas em reagdes de oxirredugdes (Fenech e Ferguson,
2001; Halliwel, 2001) esta tem sido estudada por sua acdo protetora em diferentes
doencas. As atribuicdes genoprotetoras da vitamina C podem estar ligadas a capacidade
deste composto em competir com os alvos de alquilacdo do DNA, reduzindo a atividade de
agentes alquilantes, também possuindo um papel importante na regulacao das enzimas de
reparo do DNA (Cooke et al. 1998).

Desta maneira podemos concluir que o suco de Aloe vera da espécie Aloe
barbadensis Miller, testado nessas condigdes e doses nao foi genotdxico, e ainda mostrou
uma reducao significante quando observado no pés-tratamento.

Entretanto, é visivel a necessidade de uma avaliacdo mais complexa dos
componentes quimicos presentes no suco de Aloe vera, para que assim seja melhor
atribuido a acao reparadora evidenciada. Faz-se necesséario ainda prosseguir com 0s

estudos sobre a acdo genotéxica e antigenotdxica deste suco com respeito a acéo
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farmacolégica e principalmente sobre os danos no DNA causados por outros agentes

mutagénicos, no sentido de melhor compreensao do verdadeiro mecanismo de acao.
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