UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Aloe barbadensis Miller: ANALISE DO PERFIL METABOLICO E ESTUDOS DOS
EFEITOS VASCULOGENICOS E ANGIOGENICOS DO EXTRATO DO
PARENQUIMA DE RESERVA, DA FRACAO POLISSACARIDICA (FP) E DA
ACEMANANA.

Luciano Henrique Campestrini

Florianopolis
Margo de 2007



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Aloe barbadensis Miller: ANALISE DO PERFIL METABOLICO E ESTUDOS DOS
EFEITOS VASCULOGENICOS E ANGIOGENICOS DO EXTRATO DO
PARENQUIMA DE RESERVA, DA FRACAO POLISSACARIDICA (FP) E DA
ACEMANANA.

Luciano Henrique Campestrini

Dissertacao apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Biotecnologia, da Universidade
Federal de Santa Catarina, como requisito
parcial a obtencdo do grau de Mestre em

Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Maraschin
Co-orientadores: Prof?. Dr?. Ana Maria Viana
Prof. Dr. Paulo Fernando Dias

Florian6polis
Marco de 2007



Breve Historia da Medicina

500 d.C. Venha até aqui e coma esta raiz.

1000 d.C. Esta raiz € coisa de ateu, faca esta oracdo ao Deus que
esta no céu.

1792 d.C. O Deus ndo esta no céu, quem reina é a razdo. Venha até
aqui e tome esta pocao.

1917 d.C. Esta pocéo é para enganar o oprimido, sugiro que vocé
tome este comprimido.

1960 d.C. Este comprimido é antigo e exotico. Chegou 0 momento

de tomar antibidtico.
1998 d.C. Antibiotico te deixa fraco e infeliz. Eis um novo
tratamento: coma esta raiz.

(Autor Desconhecido)
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RESUMO

Aloe barbadensis Miller, planta também conhecida como Aloe vera L., uma
espécie originaria do Continente Africano, possui diversas propriedades medicinais
determinadas por metabdlitos encontrados no extrato do parénquima clorofiliano e
no parénquima de reserva. Este ultimo, € rico em polissacarideos, principalmente
polimananas do tipo B(1->4). Neste trabalho, foram estudadas as influéncias de
fatores climaticos (temperatura média diaria mensal, insolagcdo, precipitacdo
pluviométrica bimestral e umidade relativa diaria bimestral) sobre a biossintese de
aloina (antragquinona majoritaria) e da fragdo polissacaridica do extrato do
parénquima de reserva ao longo do periodo de maio/2005 a maio/2006. Para tal,
foram utilizadas amostras de populacdo de plantas obtidas via micropropagacéao, de
plantas produzidas no campo e também de folhas coletadas de mesmas plantas e
de plantas distintas. A precipitacdo pluviométrica bimestral foi o fator de maior
influéncia na biossintese de aloina A, enquanto a fracdo polissacaridica mostrou-se
mais afetada pelos efeitos da insolacéo e da precipitacao pluviométrica bimestral. As
analises realizadas na determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas e
bioquimicas do extrato do parénquima de reserva mostraram teores de glicidios e
proteinas proeminentes. Adicionalmente, a FP demonstrou uma pequena variagao
de conteudos protéico e glicidico inter-coletas. Entretanto, na FPD o grau de
variancia foi maior, o que demonstrou a importancia da dialise das amostras. A
composicdo monomérica da FPD, utilizando CCD, revelou a presenca de manose,
glucose e galactose. A utilizacdo das espectroscopias de FT-IR e **C-RMN permitiu
determinar de forma inequivoca a estrutura molecular da acemanana presente nas

amostras em estudo, do padrdo comercial e da acemanana isolada da fracao
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polissacaridica. A analise quimiométrica (PCASs) viabilizou o estabelecimento de um
padréao de distribuicdo fatorial das amostras de acordo com sua composi¢cao quimica
e demonstrou que os efeitos de época de coleta e de didlise das amostras foram
significativos para o perfil de agrupamentos observados. Os contaminantes
presentes nas amostras e a intensidade de sinais nos espectros de FT-IR foram os
principais responsaveis pela dispersdo observada das amostras. A *C-RMN
mostrou que a purificacdo da acemanana nao foi suficiente para garantir seu grau de
pureza, no entanto, ficou acima do padrédo usado comercialmente. Os ensaios de
vascularizacéo realizados na vesicula vitelinica e na membrana cérioalantdica de
Gallus domesticus produziram um efeito anti-vasculogénico e anti-angiogénico, sem
comprometer a morfogénese embrionaria, nos tratamentos com extrato do
parénquima de reserva, da FP e de acemanana, nas concentracdes de 10, 30 e

90ug/ovo.
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ABSTRACT

Aloe barbadensis Miller, also referred to as Aloe vera L., is a native plant to the
African Continent, having a great diversity of medicinal properties owing to their
secondary metabolites found in the extract of both chlorophyllian and storage
parenchyma. The latter is rich in polysaccharides mainly 3(1->4) polymannans. In
this work, the influences of environmental factors (mean temperature, insolation,
rainfall, and relative humidity) on aloin and polysaccharide biosynthesis (the major
anthraquinone) throughout one year has been studied, in collections of
micropropagated plants and plants produced on field, by collecting leave samples
from same plants and distinct plants. The rainfall was the main climatic factor
influencing aloin content as the irradiation and rainfall had meaningful effect on the
biosynthesis and accumulation of polysaccharide fraction. Physico-chemical analysis
of storage parenchyma revealed prominent amounts of glycides and proteins. The
monomeric composition of DPF determined by TLC showed the presence of manose,
glucose and galactose. Spectroscopic analysis (FT-IR and *C-NMR) allowed to
determine unequivocally the molecular structure of the polysaccharide fractions in
study, the commercial acemannan standard and the isolated acemannan of the
polysaccharide fraction. Spectral data showed that contaminants such as proteins,
lipids and phenolics compounds are bound to the polysaccharide structure. The
chemometric analysis allowed to group polysaccharide samples according their
spectral (FT-IR) profile as well as to demonstrate the effect of sampling time and
dialysis on the separation observed. The *C-NMR disclosed that the protocol for
purification of acemannan was not enough to guarantee high degree of pureness (~

99%), but was superior as compared to the commercially available standard. The
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biological assays revealed an anti-vasculogenic and anti-angiogenic effects in the
yolk sac and the corioalantoic membrane of Gallus domesticus embryos, without
intervening with their growth, as treated with storage parenchyma extract,

polysaccharide fraction and acemannan (10, 30 and 90ug/egg).
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INTRODUCAO

Numerosas plantas tém sido tradicionalmente usadas por populagdes de
todos os continentes no controle de diversas doengas e pragas. A Organizagao
Mundial da Saude estima que mais de 80% da populagdo mundial em paises em
desenvolvimento dependem primariamente de plantas medicinais para o
atendimento basico de saude, além do que, o uso de plantas medicinais em paises
desenvolvidos é crescente, recentemente, verificou-se que 25% da populagado do
Reino Unido utilizam plantas medicinais regularmente (CANTER et al.,, 2005).
Simdes et al. (1996) relatam que o uso das plantas medicinais ndo se restringe
somente as zonas rurais ou regides desprovidas de assisténcia médica e
farmacéutica, mas que também sao utilizadas intensamente no meio urbano como
forma alternativa ou complementar aos medicamentos quimiossintéticos.

A vantagem terapéutica especifica do uso das plantas medicinais é o elevado
grau de confianga que amplos segmentos da populagdo tém nos fitomedicamentos,
dentre os quais se encontra a babosa, cujo uso se estende também a diversas areas
da industria.

Existe um crescente interesse comercial relacionado ao uso da babosa, tanto
no setor cosmético como no farmacéutico. Como exemplo disto, diversos estudos
tém demonstrado a utilizagdo de babosa como fonte de compostos com atividades
farmacoldgicas, tais como as antraquinonas, metabdlitos secundarios encontrados
principalmente no extrato do parénquima clorofiliano foliar, tendo a aloina como
constituinte majoritario, e também os polissacarideos do extrato do parénquima, com
destaque para a acemanana. A acemanana, comercialmente conhecida como

Carrysin®, Hidrogel® (NI et al.,2004), foi aprovada pelo FDA (Food and Drug



Administration) para aplicacdo em ferimentos desde a década passada e, mais
recentemente, para tratamento da osteite alveolar (TALMADGE et al.,, 2004). A
despeito dessas indicacdes, os mecanismos de acdo desta macromolécula no
organismo humano permanecem nao completamente elucidados, carecendo,
portanto, de maiores estudos.

Um dos aspectos que sucita maior interesse é o fato de que, por apresentar
atividade imunomodulatéria, este composto poderia atuar como um agente
antitumoral. No contexto da investigagdo pré-clinica da acemanana, os estudos
relacionados a vasculogénese e angiogénese sao uma importante ferramenta no
que concerne a elucidacao dos efeitos desse polissacarideo e de outros compostos
isolados da babosa na geragao ou inibicdo da formagao de vasos.

Devido a gama de aplicagdes na area da saude humana, os produtos
derivados de babosa vém apresentando forte expansao nos mercados nacional e
internacional. Esse fato determina uma maior demanda por matérias-primas de
qualidade e o aumento da oferta da biomassa de babosa pressupde o incremento na
produtividade e/ou expansao da area dos cultivos. Neste ultimo caso, a implantacao
de cultivos com alto rendimento tem como premissa basica a utilizagcdo de mudas de
qualidade genética e sanitaria.

Recentemente, essa demanda motivou a parceria entre a empresa Naturama
Sucos Integrais de Brasil® (Paulo Lopes, SC) e o Laboratério de Morfogénese e
Bioquimica Vegetal da Universidade Federal de Santa Catarina, voltada ao
desenvolvimento de um projeto de selecao e multiplicacdo in vitro da espécie
(ARAUJO et al. 2002; CAMPESTRINI et al., 2006), com o objetivo de agregar valor
aos produtos derivados. Outras empresas nacionais e estrangeiras tém se mostrado

interessadas em investir na melhoria de suas linhas de producdo, através da



aquisicao de matéria-prima vegetal com caracteristicas fitossanitarias e genéticas
superiores, bem como empresas de tecnologia da regido da Grande Floriandpolis
projetam a criacdo de produtos de interesse biomédico, utilizando métodos

desenvolvidos em parte no trabalho aqui apresentado.



CAPITULO 1 — CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

1.1.1 DESCRICAO BOTANICA DA ESPECIE Aloe barbadensis Miller

A espécie Aloe barbadensis Miller € uma planta arbustiva, didica, suculenta,
mucilaginosa, rizomatosa, entouceirada, de caule curto, perene, com 0,50 a 1,20m
de altura. Suas flores s&do tubulosas, com 2 a 4cm de comprimento, de cor
amarelada, pendentes, com pedicelos menores que as bracteas, dispostas em
racemos terminais densos, de 30 a 40cm de comprimento, sobre uma haste simples
ou ramificada. O fruto é uma capsula triangular reunindo varias sementes escuras.
As folhas sao dispostas em roseta, reunindo até 20 unidades, sendo ensiformes,
com 50 a 60cm de comprimento, 6 a 9cm de largura e 3cm de espessura na base;
densas, lanceoladas, cdncavas em sua face superior e convexa na face inferior;
glauco-esverdeadas uniformes, sinuoso-serradas, carnosas, com pintas ou manchas
brancas quando jovens, marginadas por espinhos triangulares, amarelos, curtos e
espacados. As folhas jovens sdo retas e agudas. O corte transversal das folhas
revela, externamente, uma camada de células epidérmicas de consisténcia elastica
e impermeavel que reveste uma segunda camada, o mesofilo, o qual contém canais
condutores de extrato do parénquima clorofiliano. Mais internamente, encontra-se o
parénquima tissular (parénquima reserva), de aspecto vitreo, que se relaciona a
condigao xerofita da babosa, conservando a umidade do tecido por longo periodo de

tempo. O extrato do parénquima clorofiliano é um liquido de consisténcia leitosa,



coloragdo amarela-ocre, sabor amargo e aroma rangoso, sendo produzido por
células excretoras do mesdfilo. O florescimento ocorre de agosto a setembro, sendo
a fecundacgdo cruzada, através de insetos e passaros, principalmente (Figura 1)

(SILVA JUNIOR, 2003).

Figura 1 - (A) Aloe barbadensis em estagio de floragdo. (B) Detalhe da inflorescéncia. (C)
Micrografia da seccao transversal da folha a fresco, corada com vermelho do
Congo e verde malaquita, obtida sob luz polarizada e contraste por
interferéncia diferencial de Normasky. Barra = 100um

Fonte: Fotos do autor.



1.2 NOMENCLATURA CIENTIFICA E FAMILIA BOTANICA

A espécie Aloe barbadensis Miller pertence a familia Asphodelaceae
(WICHTL, 2004). Esta nomenclatura é referenciada pela Organizacdo Mundial de

Saude, assim como a Aloe vera (L.) Burm. f. (WHO, 1999).

1.3 SINONIMIA CIENTIFICA

Aloe vera (L.) Burm. f. (WICHTL, 2004) , A. chinensis Bak., A. elongata
Murray, A. indica Royle, A. officinalis Forsk., A. perfoliata L., A. rubescens DC, A.
vera L. var. littoralis Koning ex Bark., A. vera L. var. chinensis Berger, A. vulgaris
Lam. (WHO, 1999), A. perfoliata vera L., A. humilis Blanco, A. vera L. var. officinalis

Baker (SILVA JUNIOR, 2003).

1.4 NOMENCLATURA VERNACULA

A planta popularmente denominada babosa é também conhecida como
kanyasara, ghrita kumari na medicina Ayurvédica (india), lu hui ye (China), aloe, aloe
de Barbados (Espanha), aloés de Curagao (Inglaterra), aloés (Franga), aloés de
Curacao (Alemanha), babosa (WICHTL, 2004) babosa-medicinal, erva-babosa, erva-

de-azebre, caraguata e caraguata-de-jardim (SILVA JUNIOR, 2003).



1.5 ORIGEM E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A espécie é nativa do sudeste ou leste da Africa e foi subseqiientemente
introduzida no norte da Africa, peninsula ardbica, China, Gibraltar, paises
mediterraneos, indias Orientais (WHO, 1999) e Américas (WICHTL, 2004). E
subespontanea nas ilhas Canarias e Madeira, no Mediterraneo e nas margens do
Mar Vermelho, crescendo em areas semi-desérticas e em locais pedregosos e semi-

aridos. Esta amplamente adaptada no Brasil (SILVA JUNIOR, 2003).

1.2 COMPOSICAO QUIMICA DO GENERO Aloe.

1.2.1 COMPOSTOS DO EXTRATO DO PARENQUIMA CLOROFILIANO

Os principais metabdlitos secundarios descritos para as espécies de babosa
sdo os compostos fendlicos do tipo antronas, cromonas e fenil-pirronas (ESTEBAN-
CARRASCO et al., 2001). A parte liquida (extrato do parénquima clorofiliano),
extraida das folhas, possui cerca de 80 constituintes, muitos deles ainda nao
identificados. Dentre os derivados antracénicos, as antraquinonas sdo as mais
estaveis; antronas e diantronas s&o relativamente estaveis em solugdes aquosas
acidificadas, mas na presencga de alcalis sdo rapidamente oxidadas a antraquinonas
(FALKENBERG, 2004).

A aloina &€ uma antrona C-glicosilada, que é uma mistura de dois
diasterisdmeros: aloina A (configuragdo C4o, C4: S,S) e aloina B (configuragdo Cyo,
Ci: R,S) (Figura 2). Os demais componentes que ocorrem neste extrato sdo a
aloesina e aloeresina, entretanto, muitos outros compostos sao citados, tais como

aloe-emodina, homonataloina, nataloe-emodina, aloinosideo A e B, aloenina A e B,



4-hidroxialoina e 5-hidroxialoina (ZONTA et al., 1995; KOCH, 1996; ALVES et al.,

2004).
T
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Figura 2 — Formula molecular de componentes majoritarios do extrato do parénquima
clorofiliano de babosa (ZONTA et al., 1995)

Okamura et al. (1996), isolaram do extrato do parénquima clorofiliano de
Aloe barbadensis novas cromonas: 8-C—glucosil-7-O-metil-(S)-aloesol, isoaloerisina
D e aloeresina. No ano seguinte, Saleem et al. (1997), isolaram das raizes da planta
uma nova antrona denominada aloe barbendol, ao mesmo tempo em que outros trés
compostos derivados do extrato do parénquima clorofiliano foram encontrados:

emodina, aloe crisona e barbaloina A. Seguidamente, em 1998, Okamura et al.,



apresentaram a estrutura quimica de cinco outras cromonas isoladas do extrato do
parénquima de reserva das folhas: 8-C-glucosil-noreugenina, 4’-O-glucosil-
isoaloeresina DI, 4’-O-glucosil-isoaloeresina DIl, 8-C-glucosil-(2’-O-cinamoil)-7-O-
metilaloediol A, 8-C-glucosil-(2’-O-cinamoil)-7-O-metilaloediol B.

Duri et al. (2004) relataram a descoberta de dois novos compostos isolados
de uma espécie de babosa do Kenia: 10-O-p-D-glucopiranosil aloenina e 8-C-B-D-
glucopiranosil-7-O-metil-(R)-aloesol. Também foram identificados nessa espécie

aloenina, aloenina 2’-p-cumaroil éster e aloenina aglicona.

1.2.2 BIOSSINTESE DE ANTRAQUINONAS

Para o grupo de substéncias denominadas genericamente antraquinonas
encontram-se na literatura também outras denominagdes, tais como antrandides,
derivados antracénicos ou derivados hidroxiantracénicos. Os derivados
antraquinénicos contidos nas drogas vegetais secas apresentam um grau de
oxidagao superior, comparativamente aos compostos originalmente encontrados na
planta fresca. As antraquinonas propriamente ditas sdo mais estaveis, em relacao as
antronas livres que as dao origem por auto-oxidagdo ou por agdo enzimatica
(FALKENBERG, 2004).

As antraquinonas, com dois grupamentos ceténicos nas posigdes C9 e C10,
ocorrem naturalmente em plantas (YEN et al., 2000). Tém como precursores o acido
chiquimico e o acetato, ou apenas o acetato (acilpolimalonato), sendo que no
primeiro caso, o acido chiquimico reage com o acido a-cetoglutarico, proveniente da
desaminagao do acido glutdmico ou do ciclo do acido citrico, produzindo o acido o-

succinilbenzéico. O acido 1,4-dihidréxi-2-naftdico (produto da redugédo do acido o-
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succinilbenzéico) combina-se com o acido mevalbnico (proveniente do acetato),
originando uma antraquinona (Figura 3) (WIJNSMA, 1986; SANTOS, 2004).

Muito do que se conhece acerca das vias metabdlicas das antraquinonas
advém de estudos realizados em fungos (ELSWORTH et al., 2000, TANG et al.,
2004), sendo que em vegetais superiores, estudos prévios revelaram que a
biossintese acontece através da via do chiquimato-mevalonato (WIJNSMA, 1986),

como observado em espécies da familia das rubiaceas.
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Figura 3 — Biossintese das antraquinonas através da via do acido chiquimico. (WIJNSMA,
1986; SANTOS, 2004).
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1.2.3 COMPOSTOS DO EXTRATO DO PARENQUIMA DE RESERVA

Uma diversidade de substancias esta presente no parénquima de reserva
de espécies do género Aloe, sendo os polissacarideos os compostos majoritarios,
havendo teores proeminentes de glucose e acido malico (DIEHL, TEICHMULLER,
1998).

Uma caracteristica de interesse do parénquima de reserva da Aloe
barbadensis refere-se ao seu alto conteudo de agua, i.e., cerca de 98,5% a 99,5%
do peso fresco. Mais de 60% do remanescente solido € constituido por
polissacarideos (FEMENIA et al., 1999), enquanto os monossacarideos manose e
glucose perfazem aproximadamente 70% dos acucares totais (NI et al., 2004b).
Segundo Femenia et al. (1999), a analise da composi¢ao de agucares encontrados
no residuo insoluvel em alcool preparado a partir do parénquima de reserva das
folhas revelou a existéncia de oito monossacarideos: arabinose, galactose, glucose,
manose, ramnose, xilose, fucose e acido urbnico, com destaque para os valores de
concentragcdo de manose e glucose (~73% em peso seco), sendo a razdo de
ocorréncia de glucose/manose de 1:1,7. Gowda et al. (1980) foram os primeiros a
citar que a razao entre manose e glucose era cerca de 19:1, porém, o trabalho de
Chow et al. (2005), corrigiu este indice para 15:1 e definiu também que as
ramificacdes ocorriam por substituicdo nas hidroxilas do C-2, C-3 e C-6.

O primeiro trabalho sobre a determinagao de estruturas de polissacarideo
do género Aloe foi publicado em 1948, por Roboz e Haagen-Smith, que
descreveram a composi¢ao do que denominaram latex seco de Aloe vera. Utilizando

hidrolise total da fracdo polissacaridica, os autores identificaram quantidades
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equimoleculares de manose e glucose e 2,73% em peso seco de acidos urdnicos
(SANTA RITA, 1984).

Waller et al. (1978) isolaram de Aloe barbadensis um composto cuja
estrutura basica era formada por residuos de D-manose e D-glucose. No ano
seguinte, Gouda et al. (1979) isolaram quatro polissacarideos que foram
identificados como glucomananas acetiladas, com diferentes proporgdes entre os
residuos de glucose e manose e grupamentos acetilicos. Posteriormente, Gaurhari e
Das (1980, 1980b) determinaram a estrutura de dois polissacarideos em Aloe
barbadensis, sendo um deles identificado como uma p-D-galactana ramificada. O
segundo polissacarideo foi caracterizado como uma p-D-glucomanana, acetilada na
posicao Cg dos residuos de manose.

As glucomananas séo os principais polissacarideos de Aloe, com destaque
para a acemanana, o constituinte mais estudado. A acemanana € um polimero
misto de mananas acetiladas, com cadeias de tamanhos variavies, formadas por
residuos de manose e glucose unidos por ligagées do tipo B-(1—4) e com peso
molecular de aproximadamente 1000 KDa (TURNER et al., 2004; LEE, et al., 2001 -
Figura 4). Em média, cada manose possui um grupamento acetil em uma das trés
posi¢cdes do anel (DIEHL, TEICHMULLER, 1998), caracteristica esta que corrobora

para a denominagdo acemanana (ZHANG, TIZARD, 1996; Nl et al., 2004).
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2/3/6-OAc 2/3/6-OAc  a-(1,6)-Gal

--- [B-1,4-Man]--- [B-1,4-Glc]y-- [B-1,4-Man],--- [B-1,4-Man]--

Figura 4 — Detalhe da estrutura quimica da acemanana derivada de Aloe barbadensis,
comercialmente denominada Carrysin™ (TURNER et al. 2004).

Varios polissacarideos tém sido isolados do extrato do parénquima de
reserva de folhas de Aloe barbadensis, incluindo mananas, galactanas, arabinanas,
arabinoramnogalactanas, substancias pécticas e acido glicurénico. As polimananas
foram identificadas como o tipo de polissacarideo majoritario do extrato do
parénquima reserva cuja concentracdo pode ser muito variavel. (REYNOLDS,
DWECK, 1999). A razado para esta variagao é atribuida as mudangas sazonais e/ou
ao efeito da localizagdo geografica dos cultivos (NI et al., 2004). Mais recentemente,
Esua et al. (2006) isolaram do extrato do parénquima de reserva de folhas de Aloe
barbadensis trés novas maloil-glucanas denominadas de veracilglucanas A, B e C.

Reynolds e Dweck (1999) e Rodrigues et al. (2005) relataram a existéncia
de seis tipos de polissacarideos no extrato do parénquima reserva de Aloe
barbadensis: (1) glucomananas com diferentes pesos moleculares; (2)
glucomananas acetiladas; (3) galactogalacturanas; (4) glucogalactomananas; (5)
galactoglucoarabinomananas e (6) mananas acetiladas, com diferentes composi¢des

e pesos moleculares.
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1.2.4 OUTROS COMPONENTES

Além dos componentes anteriormente mencionados, compostos de baixo
peso molecular, tais como dietilhexilftalato, vitaminas A, C, D, do complexo B,
saponinas, acido salicilico e esterdides (lupeol, campesterol, -sitosterol) e enzimas
também estdo presentes na planta (MOON et al., 1999; ARAUJO et al., 2002; CHOI
e CHUNG, 2003).

Comum em plantas, o B-sitosterol é encontrado nas folhas de babosa,
juntamente com pequena quantidade de colesterol, campesterol e lupeol. Também
foi observado um numero nao identificado de substancias volateis, detectados por
cromatografia de camada delgada (REYNOLDS, 2004).

No extrato do parénquima de reserva sido encontrados cerca de 200
compostos, incluindo muitas vitaminas, minerais, acidos organicos, todos
funcionando de maneira sinergistica de forma a exibir os efeitos biolégicos. Também

sdo relatados esterois e acidos carbdnicos aromaticos (ESUA et. al., 2006).
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1.3 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA POR ESPECTROSCOPIA DE

INFRAVERMELHO (FT-IR), **C-RMN E ANALISE QUIMIOMETRICA.

A chamada radiagcédo infravermelha (IR) corresponde aproximadamente a
regido do espectro eletromagnético situada entre as regidbes do visivel e das
microondas. O segmento da janela espectral de utilidade para a analise de
compostos organicos situa-se entre 4000 e 400 cm™', sendo que as regides do
infravermelho préximo (14290 — 4000 cm™) e do infravermelho distante (700 — 200
cm’') também tém atraido a atencdo (SILVERSTEIN, WEBSTER, 2000).

A espectroscopia de infravermelho é considerada um método de analise
rapido e nao destrutivo da amostra, que necessita o0 minimo de preparagao do
material amostral e que encontra as mais diversas aplicacdes, desde farmacos até a
industria do petrdleo, passando pela aplicacdo na area de alimentos e no auxilio a
diagndsticos em medicina. Mais recentemente, trabalhos publicados revelam o uso
da espectroscopia de infravermelho na distingao entre plantas transgénicas e até
mesmo entre plantas clonadas e nao clonadas (PETIBOIS et al., 2001; PURCELL et
al., 2006; SMALL, 2006; VLACHOS et al., 2006; XIE et al., 2006).

Tendo surgido na década de 30, a técnica de espectroscopia vibracional de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) ganhou maior interesse somente
durante a Segunda Guerra Mundial, onde teve papel decisivo em dois grandes
projetos, a sintese da penicilina e o desenvolvimento da borracha sintética (KATON,
1996). O FT-IR tem se mostrado um método goblamente aceito devida a sua alta
reprodutibilidade fisico-quimica, permitindo a analise estrutural de biomoléculas em

funcdo de suas caracteristicas peculiares e unicas, que sdo exibidas no espectro de
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FT-IR e que constituem a impressdo digital do composto em analise (DELERIS,
PETIBOIS, 2003).

Atualmente, a espectroscopia vibracional tem encontrado importantes
aplicagdes na industria alimenticia, principalmente no que se refere a analise e
identificacao de propriedades fisicas e interagdes entre carboidratos, no estudo de
Oleos e gorduras comestiveis e no controle de qualidade de produtos
industrializados, como sucos e refrigerantes (FERREIRA et al., 2002; CERNA et al.,
2003; VLACHOS et al., 2006).

Com a crescente sofisticagao das técnicas instrumentais de analise quimica,
como o FT-IR, a ressonancia magnética nuclear de 3C e H, impulsionada pelo
avango da tecnologia computacional, tem havido um aumento da necessidade de
utilizacdo de técnicas de tratamento de dados mais complexas do ponto de vista
matematico. Nas ultimas décadas, a analise multivariada foi introduzida no
tratamento de dados quimicos e vem, rapidamente, ganhando popularidade, dando
origem a uma nova disciplina denominada quimiometria, uma area especificamente
destinada a analise de dados quimicos de natureza multivariada. Os métodos
multivariados consideram a correlacdo entre muitas variaveis analisadas
simultaneamente, permitindo a extracdo de uma quantidade maior de informacgdes,
muitas vezes impossivel de ser obtida, quando analisadas variavel a variavel
(FERREIRA et al., 1999; SENA et al., 2000; FERREIRA et al., 2002; CHOI et al.,
2004).

Recentemente tém-se enfatizado os sistemas de analise multivariados, com
destaque para a analise de componentes principais (PCA), que consiste em uma
manipulacdo de uma matriz de dados com o objetivo de representar as variagdes

presentes em diversas variaveis, através do menor numero de “fatores”. Trata-se de



18

um meétodo utilizado para projetar dados n-dimensionais em um espago de menor
dimensado. Isso é feito através do calculo de componentes principais e de
combinagdes lineares das variaveis originais. PCA é um método exploratoério, porque
auxilia na elaboracao de hipoteses gerais a partir dos dados coletados, contrastando
com estudos direcionados nos quais hipoteses prévias sdo testadas. E também
capaz de separar informagdes importantes das redundantes e aleatérias (FERREIRA
et al., 1999; FERREIRA et al., 2002).

A combinacdo de PCA e 'H-RMN ou ®C-RMN, permite, por exemplo,
realizar estudos de metaboldmica vegetal e analises de misturas complexas, como
em alimentos, onde existe a possibilidade de discriminar a variedade dos frutos que
dao origem a sucos e estabelecer seus parametros de qualidade, por exemplo

(BELTON et al., 1998; LE GALL et al., 2001; CHOI et al., 2004).
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os teores de aloina e de polissacarideos em folhas de plantas
produzidas no campo (PC), micropropagadas (PM) e caracterizar a fragao

polissacaridica (FP) utilizando-se métodos quimicos e bioquimicos.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar os teores de aloina e de polissacarideos totais em PC e em PM,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e analise gravimétrica,
respectivamente, em amostras coletadas bimestralmente, ao longo de um periodo
experimental de 12 meses;

- Correlacionar a produgao de aloina e da FP com fatores climaticos;

- Determinar a estrutura quimica de amostras da FP, da fracdo polissacaridica
dialisada (FPD) e de acemanana de PC e PM, coletadas nas 4 esta¢des do ano,
por espectroscopia de infravermelho e por ressonancia magnética nuclear de 3¢
(*C-RMN);

- Analisar os dados espectrais de infravermelho das amostras da FP e da FPD

através de técnicas quimiométricas, i.e., analise de componentes principais (PCA);
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1.5 MATERIAL E METODOS

1.5.1 PRODUCAO DE PLANTAS NO CAMPO (PC) E DE PLANTAS
MICROPROPAGADAS, ACLIMATIZADAS E TRANSFERIDAS PARA O

CAMPO (PM)

As plantas de Aloe barbadensis Miller, oriundas do Parana, foram adquiridas
pela empresa Naturama Sucos Integrais do Brasil Ltda® no ano de 2000, tendo
estas, idade de cerca de dois anos, e foram plantadas no Municipio de Paulo Lopes,
sendo que algumas destas plantas foram selecionadas por suas caracteristicas
fenotipicas para a micropropagacao, executada em 2002 no Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal da UFSC conforme a metodologia descrita por
Araujo et al. (2002). Todos os passos descritos neste e nos itens seguintes, séo

mostrados no fluxograma a seguir (Figura 5).



21

PC

Micropropagag&o Determinacdo do Teor
de Aloina no Extrato do

parénquima clorofiliano

Extracdo do
Extrato do
Paréngquima de
reserva.

Repicagem Aclimatizacéo
Anédlise Vasculogénese
Quantitativa-FP Angiogénese

Transferéncia

Para o Campo A
P Isolamento da Vasculogénese
Acemanana Angiogénese

Determinagdo do Teor Extracao do

de Aloina no Extrato do Extrato do

parénquima clorofiliano Parénquima de
reserva.

Andlise
Quantitativa-FP

Figura 5 — Fluxograma de producdo, coleta e processamento de plantas de Aloe
barbadensis Miller
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1.5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRATO DO PARENQUIMA DE

RESERVA, DA FP E DA FPD

1.5.2.1 DOSAGEM DE PROTEINAS NO EXTRATO DO PARENQUIMA DE

RESERVA, DA FP E DA FPD

A determinacgéo de proteinas totais foi feita pelo método de Bradford (1976)
para amostras de extrato do parénquima de reserva, FP e FPD. A quantidade total

de proteinas nas amostras foi calculada a partir de uma curva-padrao (0,5; 1,0; 5,0;
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10,0; 15,0 e 20,0 ug/mL), utilizando albumina de soro bovino (100 ug/mL em NaCl
0,15M — Sigma/St Louis — MO, USA). A média dos valores de trés leituras da
absorbancia (595 nm, Shimadzu UV-1203) para cada concentragédo de albumina de
soro bovino foi utilizada para a elaboracdo da curva padrdo (r* = 0,9949 e y =
6,027x).

A quantificacdo das proteinas das amostras do parénquima de reserva
utilizou o extrato aquoso bruto daquela biomassa, enquanto para as amostras da FP
e da FPD foram feitas solugbes-estoque de 1mg/mL. Os valores apresentados

representam a média de trés leituras da absorbancia.

1.5.2.2 DETERMINACAO DOS CARBOIDRATOS TOTAIS NO EXTRATO DO

PARENQUIMA DE RESERVA, DA FP E DA FPD

A analise de carboidratos totais seguiu a metodologia de Dubois et al.
(1956), utilizando microplacas de 96 cavidades e leitor de ELISA modelo EL800 (Bio-
tek Instruments INC) para determinagdo dos valores de absorbancia (492nm). A
concentrag&o de carboidratos totais utilizou uma curva-padrao de glucose (Sigma/St
Louis — MO, USA), considerando um intervalo de concentra¢des de 0,02; 0,05; 0,1;
0,15; 0,20 e 0,25mg/mL (r*=0,9948 e y = 2,371x). Os valores apresentados foram
calculados utilizando-se a média de trés leituras sequénciais da absorbancia. Para
as amostras do extrato do parénquima de reserva houve a necessidade de realizar-
se uma diluicdo de 15 vezes, enquanto para as amostras de FP e FPD uma solugao

estoque de 0,5mg/mL foi elaborada.
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1.5.2.3 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE ACUCARES REDUTORES NO

EXTRATO DO PARENQUIMA DE RESERVA, DA FP E DA FPD

O método do acido 3,5-dinitrossalicilico, descrito por Miller (1959), foi utilizado
para esta determinacao da variavel em estudo. Os teores de acgucares totais foram
calculados com o auxilio de uma curva-padrdo (r*=0,9974 e y = 0,5646x) de glucose
(0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 e 1,4mg/mL), através da leitura da absorbancia (540 nm) das
amostras em espectrofotbmetro Shimadzu UV-1203. Aliquotas do extrato aquoso
bruto do parénquima de reserva foram utilizadas nos ensaios quantitativos, enquanto
uma solucdo-estoque das amostras de FP e FPD foi elaborada previamente a
analise. Os valores apresentados correspondem ao valor médio de trés leituras de

absorbancia/amostra.

1.5.2.4 QUANTIFICACAO DE GLUCOSE (METODO DA GLUCOSE OXIDASE) NA

FP

As analises do teor de glucose pelo método enzimatico foram efetuadas
somente em amostras da fracdo FP com a utilizacdo de um kit comercial (Labtest®.
Lote 6001/2006 — Lagoa Santa, MG). O protocolo de analise baseou-se nas
orientagdes do frabricante do kit e, para efeitos de calculo do teor de glucose, uma
curva-padrdo daquele monossacarideo (Sigma/St Louis — MO, USA) foi elaborada
(0,005; 0,01; 0,02; 0,05; 0,07 e 0,1 mg/mL — r?=0,9985 e y = 2,9388x). As leituras da
absorbancia (505 mm) das amostras foram realizadas em ftriplicatas, em

espectrofotdbmetro Shimadzu (UV-1203).
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1.5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO DO PARENQUIMA DE

RESERVA

A caracterizagao fisico-quimica das amostras do extrato do parénquima de
reserva considerou os seguintes parametros: comprimento médio das folhas (cm),
massa fresca média das folhas (g), pH, umidade (%), cinzas totais (mg) e teor de
sélidos soluveis (°Brix).

Para determinacido dos valores de pH, foram adotadas as recomendacoes
da AOAC (1995), enquanto os teores de umidade e cinzas seguiram os protocolos
descritos na Farmacopéia Brasileira IV (1988). O conteudo de sélidos soluveis totais
foi realizado por refratometria, com o auxilio de refratbmetro manual de Abbé (Carl-
Zeiss-Jena), sendo os resultados expressos em °Brix (PREGNOLATO e

PREGNOLATO,1985).

1.5.4 ANALISE DE ALOINA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

EFICIENCIA (CLAE)

Aproximadamente 2mL do extrato do parénquima clorofiliano foliar de
plantas crescidas no campo foram coletadas bimestralmente e armazenadas em
frascos de vidro ambar (5mL), com a atmosfera interna de N, a -20°C.
Subsequentemente, as amostras foram liofiizadas e mantidas sob refrigeracéo
(-20°C).

A anadlise quantitativa de aloina seguiu o protocolo estabelecido pela
empresa alema Spectral Service, com adaptacgdes, conforme, descrito a seguir: Uma

massa de 1mg, foi ressuspensa em 10mL de MeOH p.a., seguido de agitagdo e
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filtracdo (0,22um). Aliquotas (10uL) foram analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), em cromatdgrafo Shimadzu LC-10A, equipado com coluna de
fase reversa Cqg (Shim-Pack CLC-ODS, 25cm x 4,6mm <) e pré-coluna Cqg Shim-
pack CLC-ODS com diametro de particula de 5 um e didmetro interno de 4,6 mm.
Como fase movel, utilizou-se uma solugao de MeOH/H,0O 1:1, com um fluxo de 1,0
mL/min. A detecgdo espectrofotométrica (Shimadzu SPD-10A, UV-visivel) dos
compostos de interesse foi realizada em comprimento de onda de 356 nm. A
identificacdo da aloina foi efetuada com base no tempo de retencdo de uma amostra
padrao (Fluka — 200ug/mL), analisada sob as mesmas condi¢cdes cromatograficas.
Para efeitos de quantificacdo da aloina, construiu-se uma curva-padrdao de aloina
(Fluka, r* = 0,9992 e y = 214,56x), foi elaborada, considerando-se a altura do pico
correspondente para efeito de calculo com as concentragdes de 10, 20, 50, 100, 120

e 200 pg/mL.

1.5.5 ANALISE QUANTITATIVA DE POLISSACARIDEOS - FRACAO
POLISSACARIDICA (FP) E FRACAO POLISSACARIDICA DIALISADA

(FPD)

As amostras de folhas coletadas de PC e PM foram lavadas imediatamente
apo6s a chegada ao laboratério, seguido da remogao de suas extremidades basal (~
1cm) e apical (~ 10cm) e determinagdo do comprimento (cm) do material amostral
remanescente. A epiderme desta biomassa foi cuidadosamente retirada, produzindo
o extrato do parénquima de reserva, o qual foi subsequentemente pesado.

Para a obtencdo do residuo insoluvel em alcool a partir das amostras do

extrato do parénquima de reserva, utilizou-se o método descrito por Femenia et al.
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(2003), com adaptagcdes. O extrato do parénquima de reserva foi triturado em
aparelho multimixer (Walita® - modelo Billy Rl 1340) e extensivamente filtrado sob
vacuo, em filtro de poliéster, para remocdo do material fibroso. O volume final
coletado foi determinado em proveta, seguido da adicdo de 6 volumes de etanol
92°GL, sendo a mistura final mantida a 4°C/24h, para a floculacdo da fracao
polissacaridica de alto peso molecular, doravante denominada fragcido polissacaridica
insoluvel em alcool (FP).

A FP obtida foi depositada em pesa-filtros, previamente limpos e tarados, e
seca em estufa a 55°C (FEMENIA et al., 2003), até peso constante. O peso seco da
FP foi utilizado para fins de calculo de rendimento de extragdo, considerando a
relagdo dos valores percentuais de FP e da massa do extrato do parénquima
reserva.

Foram pesados 200mg da FP de cada amostra e dissolvidos em 20mL de
agua destilada, seguido da dialise da solugdo contra agua destilada-deionizada
(membrana de acetato de celulose, cut-off 10.000-12.000 MW, Sigma), por um
periodo de 36 horas. O material dialisado foi coletado e liofilizado, denominando-se

fracéo polissacaridica dialisada (FPD).

1.5.6 HIDROLISE DA FPD E CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD)

Aliquotas (20mg peso seco/amostra) foram transferidas para microtubos de
centrifuga e adicionadas de 1mL de acido trifluoroacético (TFA) 1N, seguido de
aquecimento em banho-maria (100°C, 3h). Apds esse periodo, os tubos foram
coletados, resfriados e centrifugados (5000 rpm/15 min). O sobrenadante (600uL) foi

coletado, transferido para microtubo e mantido sob fluxo de ar até a evaporacao da
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solugao acida. Ao final do processo, as amostras foram ressuspensas em 100uL de
agua destilada-deionizada e armazenadas a -20°C.

A determinacido da composicdo monossacaridica nas amostras hidrolisadas
da FPD utilizou a cromatografia de camada delgada (CCD). Previamente a CCD, as
amostras em estudo diluidas em agua destilada-deionizada (10x), seguido da coleta
de uma aliquota de 2ul/amostra, a qual foi aplicada em placa de aluminio recoberta
com silica gel UV254 (10 x 7cm, Sorbent Tecnologies). A eluicao utilizou como fase
movel uma solugdo de n-butanol: acido acético: éter etilico: agua (9:6:3:1) e como
revelador anisaldeido sulfurico, seguido do aquecimento da placa cromatografica em
estufa a 120°C/10 minutos (IKAN, 1991).

Os Rf das amostras e as intensidades de cores foram comparadas com
aqueles observados para padrées de agucares (2 mg/mL, Sigma, St. Louis — MO), a
saber: ramnose (Rf = 0,59), fucose (Rf = 0,52), frutose (Rf = 0,43), arabinose (Rf =
0,45), galactose (Rf = 0,42), acido glucurénico (Rf = 0,40), manose (Rf = 0,47) e

glucose (Rf = 0,46).

1.5.7 ISOLAMENTO E ANALISE DA ACEMANANA.

O isolamento da acemanana, componente majoritario da fragéo
polissacaridica, seguiu a metodologia descrita por Camelini (2005), com adaptacdes.
Uma amostra de 200mg da FPD foi dissolvida em 40mL de agua destilada,
seguido da aplicacdo de fragdes (2mL) deste material em coluna cromatografica
(35cm de comprimento x 1,5cm de O interno), contendo 35mL de resina Toyopear
HW-65F (Tosoh, Japan) como fase estacionaria. As amostras foram eluidas com

uma solugéo de NaCl 0,2M, desprezando-se 12 mL de volume morto (Blue Dextran —
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Sigma, St Louis — MO/USA) e coletando os primeiros 10 mL para obtengao da fracéao
polissacaridica de maior peso molecular.

Os eluatos obtidos foram reunidos, dialisados em membrana de acetato de
celulose (cut-off de 12.000 KDa, Sigma, St Louis — MO/USA) contra agua destilada-
deionizada e posteriormente liofilizados. O perfil espectrométrico dos polissacarideos

foi determinado por FT-IR e ">C-RMN, conforme descrito a seguir.

1.5.8 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE

FOURIER (FT-IR)

As analises espectroscopicas de infravermelho foram executadas no
Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro — Portugal. Amostras de FP,
FPD e de acemanana isolada foram analisadas em equipamento Bruker IFS 55,
operando em janela espectral de 500 a 4000 ondas.cm™, com 128
varreduras/amostra e resolucdo de 4 ondas.cm™. Foram adquiridos sequencialmente
cinco espectros por amostra, os quais foram processados e analisados com auxilio

do programa Opus® (Bruker, Rheinsteten, Germany).

1.5.9 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

DE *C

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) das amostras em
estudo foram realizadas no Laboratério de RMN (Departamento de Quimica,

Universidade Federal de Sao Carlos — Sao Paulo).
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Foram obtidas as medidas de *C-RMN das amostras de FPD de PC, para
os periodos amostrais de julho e novembro/2005 e janeiro e margo/2006.
Adicionalmente, foram obtidos os espectros referentes a acemanana isolada (item
4.7). Para tal, as amostras foram obtidas em sonda multinuclear de detecc¢éao direta
de 10mm, onde 60mg de amostra (peso seco), foram dissolvidas em 2,0mL de
DMSO-8¢ com o auxilio de um sonicador. O tempo de maquina utilizado em cada
experimento foi de aproximadamente 24 horas usando aproximadamente 2,0 mL de
DMSO-ds.

Os espectros de >C RMN foram coletados em equipamento VARIAN Unit-
Plus, operando em 9,4 Tesla (400 MHz de frequéncia de ressonancia de *C), com
janela espectral de 248,54 ppm, tempo de aquisigdo de 0,65s, numero de pontos de
32 K, resolucgéo digital de 1,52 Hz/ponto. Acido trimetil silil propidnico (TMS) foi
utilizado como padrdo interno e, para a obtencdo dos espectros de '>*C RMN, os
FIDs (Free Induction Decay — Decaimento de Indutancia Livre) coletados foram
submetidos ao processamento com fung¢ao de janela exponencial multiplicativa com
alargamento de linha de 0,30 Hz e delay de 6us. Os FIDs foram processados com o

auxilio do programa Topspin 1.3 - Bruker®.

1.5.10 QUIMIOMETRIA

Os espectros de FT-IR das amostras da FP e das FPD apdés processamento
foram submetidos a andlise estatistica multivariada (quimiometria), assim como uma
amostra representativa de cada estacdo do ano, analisadas por *C-RMN, via
determinacdo dos componentes principais (PCA), utilizando-se os dados

pertencentes a janela espectral compreendida entre 600 a 3400 ondas.cm™.
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Posteriormente, utilizou-se somente a regido especifica de polissacarideos (900-
1200 ondas.cm™), onde foram calculadas as distribuicdes e contribuicdes fatoriais, a

fim de determinar as bandas de relevancia para a dispersao das amostras.

1.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.6.1 ANALISE QUANTITATIVA DA ALOINA POR CLAE E RELACAO DA SUA

PRODUCAO IN CAMPO COM FATORES CLIMATICOS.

A figura 6 mostra as variagbes na concentragdo de aloina no periodo
estudado.

Em coleta de plantas distintas, a maior concentracdo de aloina A foi
detectada no periodo referente ao més de julho/2005, independente da populagéo
em analise, i.e., PC (63,35ug/mL) e PM (63,42ug/mL). Nos meses de setembro e
novembro/2005, os teores da antraquinona na populagcdo PC apresentaram uma
reducao (53,09ug/mL e 48,59ug/mL, respectivamente), elevando-se em janeiro
(49,34ug/mL) e margo/2006 (53,55ug/mL). Em PM este padrdao nao foi observado,
tendo sido constatadas redugdes constantes a partir do més de maior produgao
(julho/2005), atingindo o menor valor observado no experimento em margo/2006
(43,86ug/mL). Os menores teores de aloina A para as populagbes em estudo (PC,
48,59ug/mL - novembro/2005 e PM, 43,86ug/mL - margo/2006) foram 1,29 e 1,42
respectivamente superiores em relacdo a maior concentragdo observada ao longo

de todo periodo experimental (julho/2005).
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Plantas
Distintas

—o—PC

Aloina A- ug.mL™”

Mesmas
Plantas

—e—PC
—=PM

Figura 6 — Concentragédo de aloina A em amostras de plantas distintas e em mesmas

plantas, coletadas no periodo de maio de 2005 a mar¢o de 2006 e julho de
2005 a maio de 2006, respectivamente. PC = Plantas produzidas em
campo; PM = Plantas micropropagadas, aclimatizadas e transferidas para
0 campo.
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As analises de aloina A em amostras de mesmas plantas revelaram a
ocorréncia dos maiores valores nos meses de julho/2005 para PM (62,69ug/mL) e
setembro/2005 para PC (60,01ug/mL). As menores concentragdes para plantas PC
e PM foram encontradas em marg¢o/2006, sendo 1,28 e 1,37 vez menores,
comparativamente aos maiores valores observados para as respectivas populagdes.
Nas plantas PM, reducdes no conteudo deste metabdlito foram detectadas nos
meses de setembro e novembro/2005, com subsequente aumento no més de
janeiro/2006(56,49ug/mL).

Ao longo do periodo estudado, observou-se que as amostras de mesmas
plantas (MP) apresentaram menores diferencas de concentragdo (Tabela 1).
Diferengas significativas (P<0,05) foram encontradas entre as coletas de julho/2005
e margo/2006 para plantas PM e entre as coletas de julho, setembro/2005 e

margo/2006.

Tabela 1 — Concentragdo de aloina (ug/mL + DP) em plantas micropropagadas (PM)
e em plantas produzidas no campo (PC) para coletas de mesmas
plantas (MP) e plantas distintas (PD), ao longo do periodo maio/2005 a

maio/2006.
MP PD
MESES PM* PC* PM* PC*

Maio/05 59,73+9,29° 57,14+6,00
Julho/05 62,69+15,78° 59,59+8,12° 63,42+15,03  63,35+11,18°
Setembro/05 52,66+6,40 60,01+9,30° 48,41+7,36  53,09+6,70°
Novembro/05 49,50+2,50 54,40+6,88°  46,50+10,94°  48,59+10,50
Janeiro/06 56,49+9,98 52,47+8,85° 441144,70°  49,34+3,80°
Margo/06 45,61+10,97° 46,68+7,09° 43,86+5,47¢ 53,55+5,07
Maio/06 54,93+5,03 48,72+3,52°

* Os resultados referem-se as médias + DP (n=7), realizadas em triplicata. Letras distintas nas
colunas denotam diferencgas significativas (Tukey, p<0,05).
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Diferencas quantitativas foram encontradas em coletas de plantas distintas,
nas PC nos periodos de coleta de julho/2005, setembro/2005 e janeiro/2006.
Entretanto, a maior variagao foi observada nas amostras de PM.

As espécies vegetais apresentam épocas especificas, onde determinados
metabdlitos encontram-se em maior concentragao nos tecidos. Esta variagcao pode
ocorrer tanto ao longo do dia como entre as esta¢des do ano (FALKENBERG et al.,
2004).

A variagdo sazonal resulta de um conjunto de fatores que alteram o
metabolismo vegetal, como a temperatura ao longo do ano, que provoca mudangas
nas rotas biossintéticas no vegetal, implicando em diferentes tipos e quantidades de
certas substancias (SILVA, 2004). Neste contexto, buscou-se estabelecer o perfil de
variagao do conteudo de aloina A em amostras de extrato do parénquima clorofiliano
das populacdes em estudo, consoante as flutuagdes dos fatores climaticos insolagao
total, precipitagdo pluviométrica bimestral, temperatura média diaria bimestral e
umidade relativa diaria bimestral, ao longo do periodo experimental.

A concentragao da antraquinona em amostras de plantas distintas (Figura 7)
evidenciou um perfil similar ao observado para o fator climatico insolacdo para PM e
PC, durante o periodo amostral maio-setembro/2005. Para o periodo subsequente
(novembro/2005-marg¢o/2006), a concentracado de aloina A manteve-se estavel, nao
apresentando, portanto, nenhuma relacdo com as variagdes observadas para a
insolagdo. Comportamento semelhante foi detectado para as amostras de mesmas
plantas, conforme demonstrado na figura 9, sugerindo que a diferenciagdo amostral
utilizada neste estudo (plantas distintas x mesmas plantas) ndo se mostrou

influenciada pelo fator climatico em estudo.
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Paez et al (2000) estudando plantas de babosa expostas a niveis de
irradiacdo concluiram que a aloina encontrava-se presente no extrato do
parénquima clorofiliano de todas as folhas, ndo sendo sua concentragao influenciada
pela quantidade de irradiagcdo a que foram expostas. No presente trabalho,
constatou-se que as variagdes da taxa de irradiagdo ao longo do periodo
experimental ndo afetaram significativamente a concentragcdo de aloina A, sendo
que em todos os tratamentos detectou-se a presenca deste composto. De forma
semelhante ao observado para a insolacdo, a variacdo sazonal do conteudo de
aloina A nao foi influenciada pela temperatura, tanto em amostras de plantas
distintas como de mesmas plantas (Figura 8 e 10).

Beppu et al. (2004), estudando a concentragdo de metabdlitos em Aloe
arborecens em relacido a variagdes de temperatura, no periodo de um ano,
observaram que os teores de aloina A foram superiores no verdo em relacdo ao
inverno, diferindo do observado neste estudo. Em diversas espécies vegetais, como
Rosmarinus officinalis, por exemplo, estudos acerca da producdo de dleos volateis
em localidades distintas e com diferentes regimes térmicos mostraram a clara
influéncia deste fator na producéo destes metabdlitos, onde em regides com maiores

temperaturas médias a producéo foi favorecida (CELIKTAS, et al, 2007).
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O fator sazonal que teve maior influéncia sobre a producéo de Aloina A foi a
precipitacdo pluviométrica (Figura 11). Os dados referentes ao fator precipitagcao
evidenciaram que os meses de junho-julho foram os mais secos dentre os periodos
estudados e que nesse periodo encontrou-se a maior concentragao de aloina A. No
periodo subsequente, o nivel de chuvas aumentou de 107mm para 470mm, o que
resultou na diminuicdo da concentracdo desse metabdlito. A umidade relativa
apresentou um aumento de 1% e ndo foi um fator significativo na biossintese do
metabdlito nos grupos estudados (Figuras 12 e 14).

O segundo periodo mais seco estudado para coletas de plantas distintas foi
o més de fevereiro, o qual apresentou também a menor umidade relativa, sendo que
a associacao destes fatores determinou nas plantas PC um aumento da
concentracido de aloina A. De forma semelhante, em amostras de mesmas plantas
(Figura 13) o més de maio foi marcado por uma precipitacdo pluviométrica de
apenas 117mm de chuva (Figura 13), uma condi¢dao que induziu elevagao nas
concentracdes daquele metabdlito.

Os resultados obtidos reforcam a idéia de que a producgao de aloina A por A.
barbadensis esta diretamente relacionadas a pluviosidade bimestral, uma vez que se
trata de uma planta de caracteristica predominantemente xerdfita.

O fator pluviosidade € marcante para o aumento ou diminui¢do da producgéao
de metabdlitos em algumas espécies, entretanto, estudos realizados por Southwell e
Bourke (2001) com Hypericum perfolatum mostraram que a pluviosidade nao foi um

fator primordial na produgéo de hipericina.
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Em outras espécies, o estresse hidrico influenciou positivamente o acumulo
de precursores do(s) metabdlito(s) de interesse, como observado para Isatis tinctoria
L. e Polygonum tinctorium Ait. Nestas espécies, o composto isatan B, precursor do
indigo, teve sua sintese e acumulo aumentados sob condi¢gdes de déficit hidrico
(CAMPEOL, 2006). Em plantas tipicas de florestas, o periodo de chuvas regula a
producdo de metabdlitos, tal como em Virola surinamensis. Nesta espécie, as
concentracbes de monoterpenos foram maiores do que a concentracdo de

sesquiterpenos na estagao chuvosa (LOPES et al., 1997).

1.6.2 ANALISE QUANTITATIVA DA FP E SUA RELACAO COM FATORES

CLIMATICOS

Na figura 15 é demonstrada a variagcdo do rendimento (g%) da fragao
polissacaridica em relacdo ao peso fresco do parénquima de reserva de Aloe
barbadensis. Padrbes distintos foram observados para as amostras de plantas
distintas e de mesmas plantas, ao longo do periodo experimental.

Conforme observado na figura 15, as amostras de plantas distintas (PC e
PM) apresentaram um perfil semelhante, quando comparadas entre si, a excegédo do
més de janeiro/2006 que marcou o maior pico de produgdo de polissacarideos nas
PM, o que nao foi observado em PC.

Para as coletas de mesmas plantas, os perfis ndo foram concordantes entre

si ao longo do periodo estudado.
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Em coletas feitas em mesmas plantas, as diferencas significativas (P<0,05;
Tabela 2) observadas nas plantas micropropagadas (PM) foram entre as coletas do
més de julho/2005 e setembro/2005. As demais coletas nao apresentaram
diferengas. Ja as plantas produzidas em campo (PC) apresentaram diferengas
significativas entre si ao longo dos periodos amostrais.

Em amostras de plantas distintas as diferengas significativas em plantas
micropropagadas (PM) foram observadas para as coletas dos méses de maio/2005 e
novembro/2005. As plantas produzidas em campo (PC) diferiram significativamente
nos periodos de maio/2005,

setembro/2005, novembro/2005, janeiro/2006 e

margo/2006 (tabela 2).

Tabela 2 — Rendimento da FP (%, p/p) de amostras de plantas micropropagadas
(MP) e plantas produzidas no campo (PC), para coletas de mesmas
plantas (MP) e plantas distintas (PD) ao longo do periodo maio/2005 a

maio/2006.
MP PD
MESES PM* PC* PM* PC*

Maio/05 0,13+0,03? 0,17+0,07°
Julho/05 0,2040,03? 0,23+0,06° 0,20+0,03 0,23+0,06
Setembro/05 0,3340,06° 0,40+0,05° 0,21+0,06 0,25+0,05
Novembro/05 0,31+0,05 0,3340,05 0,23+0,06° 0,29+0,06°
Janeiro/06 0,30+0,15 0,22+0,08° 0,37+0,08 0,27+0,05°
Margo/06 0,22+0,08 0,20+0,09¢ 0,24+0,06 0,20+0,09°
Maio/06 0,22+0,10 0,24+0,06

* Os resultados referem-se as médias + DP (n=8), realizadas em triplicata. Letras distintas nas
colunas denotam diferencas significativas (Tukey, p<0,05).

Observou-se que as diferencgas significativas foram maiores em PC para os

dois tipos de coletas, evidenciando que as plantas micropropagadas (PM)
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mantiveram constante a produgdo de polissacarideo durante todo o periodo
experimental. Contrariamente, a maior variancia encontrada nas plantas produzidas
em campo (PC) pode ser atribuida a uma resposta fisiolégica mais rapida, ante ao
estimulo da retirada da folha. Este fato, aliado aos fatores ambientais, somado a
idade das plantas e sua variabilidade genética sdo os mais provaveis elementos que
contribuiram para a variancia.

De forma similar ao realizado para a analise de aloina A, foi estabelecido o
perfil de variagdo do conteudo da FP das populacbées em estudo, consoante as
flutuagcdes dos fatores climaticos insolacdo total, precipitacdo pluviométrica
bimestral, temperatura média diaria bimestral e umidade relativa diaria bimenstral ao
longo do periodo experimental. Os resultados sdo mostrados nas figuras 16, 17, 18
e 19.

Destaca-se que o maior valor de rendimento da FP (0,37%) de PM em
coletas de plantas distintas ocorreu no periodo de (dezembro/2005-janeiro/2006),
coincidindo com o periodo de maior insolagdo (Figura 16 - 426,4 h e dec). Ja as
plantas PC apresentaram maior percentual da FP (0,29%) no periodo outubro-
novembro/2005, no final da primavera, momento de elevagao da taxa de insolagao.

A precipitagado pluviométrica (Figura 22) para o periodo de maior produgao
da FP em PM (0,37%) foi de 273,8mm (dezembro/2005-janeiro/2006), nao
coincidindo com a época de maior intensidade de chuvas (470,7mm de chuva —
agosto/2005-setembro-2005). Analisando o comportamento da populagdo de PC,
verificou-se que o rendimento da FP no periodo de maior precipitagdo pluviométrica
foi de 0,25% e que a maior produgéo aconteceu no periodo outubro-novembro/2005.
Novamente, ndo se verificou a relagdo entre precipitagdo pluviométrica e o

rendimento da FP.
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A maior temperatura média para os periodos de coleta foi registrada no
periodo fevereiro-margo/2006 (25,3°C) para PM, referente a coleta de mesmas
plantas, ao mesmo tempo em que a maior concentracido de polissacarideos foi
observada no periodo de dezembro/2005-janeiro/2006. Nas coletas de plantas PC, o
pico de rendimento deu-se no periodo outubro-novembro/2006, periodo no qual a
temperatura encontrava-se em ascensao ap6s o final do inverno.

Nas coletas em mesmas plantas nao foi observado um padrdo de
comportamento diante do fator insolacdo para as PM e PC. O pico de maior
rendimento da FP de PM foi observado no periodo de dezembro/2005-janeiro/2006,
periodo no qual se registrou a maior taxa de insolagao total. Para as amostras de
PC, o periodo outubro-novembro/2005 foi o periodo de maior producdo de
polissacarideos, ndo apresentando relagao com a insolagao total.

No periodo de menor precipitagdo pluviométrica (junho-julho/2005; 107,2mm
de chuva) foi detectado o menor rendimento da FP para as amostras de PM de
coleta de mesmas plantas (Figura 20). No periodo seguinte (agosto-setembro/2005),
registrou-se o0 pico de maior rendimento da FP, consoante a precipitacao
pluviométrica mais elevada do periodo experimental. Similarmente, em relacdo as
amostras da FP das plantas PC, o periodo de menor precipitacédo registrou a menor
concentragdo daquela macromolécula (junho-julho/2005), enquanto o periodo de
maior precipitagdo apresentou os maiores valores de rendimento (agosto-

setembro/2005).
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Figura 16 — Rendimento (g%) da fracao polissacaridica (FP) em PM e PC, para
amostras de plantas distintas, consoante as condi¢gdes de insolacao
total observados no periodo de maio de 2005 a marcgo de 2006.
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Figura 17 — Rendimento (g%) da fracdo polissacaridica (FP) em PM e PC, para
amostras de plantas distintas, consoante as condi¢cdes de temperatura
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Figura 18 — Rendimento (g%) da fragdo polissacaridica (FP) em PM e PC, para
amostras de mesmas plantas, segundo o fator climatico insolagéo total,
no periodo de julho de 2005 a maio de 2006.
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Figura 19 — Rendimento (g%) da fragao polissacaridica (FP) em PM e PC, para
amostras de mesmas plantas, segundo o fator climatico temperatura
média diaria mensal, no periodo de julho de 2005 a margo de 2006.
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O efeito da umidade relativa em PC e PM (Figuras 21 e 23) para as
amostras de plantas distintas e de mesmas plantas ndo mostrou uma relacao direta
com a produgao da FP.

No que concerne ao efeito da temperatura média sobre as amostras de
mesmas plantas (PM), uma relagdo inversa foi detectada para este fator e o
rendimento da FP (Figura 19). Assim, para o periodo com maior temperatura (25,3°C
em fevereiro-margo/2006) foi registrado o menor rendimento da FP (0,229%). Para
as amostras de PC, o periodo de menor temperatura média (17,9°C; agosto-
setembro/2005), apresentou o maior rendimento da FP (0,419%). Entretanto, em
amostras de plantas distintas (Figura 17), a variagao da temperatura média em PC e
PM nao apresentou um efeito aparente sobre a concentragao da FP.

Os fatores ambientais controlam a concentracdo e a producdo de
metabdlitos secundarios como a biossintese de terpenos, que é diretamente afetada
pela temperatura, irradiancia, sazonalidade e disponibilidade de agua. A redugao da
fotossintese, devido ao stress hidrico, reduz consideravelmente a biossintese de
terpenos (DELFINE et al., 2005), sendo considerada o fator de maior restricdo ao
crescimento das plantas via redugao da assimilagdo de carbono (CORREIA et al.,
2006).

O fator hidrico interferiu de forma preponderante no acumulo de
polissacarideos nas folhas de babosa, principalmente em amostras de mesmas
plantas. A baixa pluviosidade registrada no periodo junho-julho/2005 coincidiu com o
momento de menor rendimento da FP, possivelmente em consequéncia da prépria

caracteristica xerofitica da planta.
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Figura 21 — Rendimento (g%) da fracdo polissacaridica (FP) em PM e PC, de
amostras de plantas distintas, de acordo com a condigdo de umidade
relativa diaria mensal (%), no periodo de maio de 2005 a margo de 2006.
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Figura 22 — Rendimento (g%) da fracao polissacaridica (FP) em PM e PC, para as
amostras de mesmas plantas, segundo a precipitacdo pluviométrica
bimestral (mm), no periodo de julho de 2005 a maio de 20086.
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A elevada irradiagcao luminosa € frequentemente associada a elevadas
taxas assimilatdrias e apresenta influéncia sobre a fotossintese (MONNEVEUX et
al., 2003). Em individuos de babosa expostos a niveis diferentes de irradiagcao foi
constatado que em plantas parcialmente sombreadas (420-670 pumol.m?.s™) a
alocacdo de carbono para as raizes e a quantidade de massa seca de tecido foliar
sofreram restricbes. Somente a concentracdo de carboidratos soluveis nao foi
afetada negativamente, sendo que seu conteudo foi maior no extrato do parénquima
de reserva em relagdo ao extrato do parénquima clorofiliano. Estes resultados
sugerem uma indugdo ao aumento da concentragdo de glucose no parénquima de
reserva foliar sob condi¢des de maior irradiancia. Ja em Heliantus annuus L.
observou-se que plantas submetidas a estresse hidrico e sob elevada irradiancia,
tiveram suas concentragdes de carboidratos totais ndo estruturais igualmente
aumentadas (CORREIA et al., 2006).

Nos resultados encontrados em plantas distintas, o fator irradiancia teve
forte influéncia sobre a produgao dos polissacarideos, principalmente em PM. Uma
vez que a irradiéncia é geralmente associada a temperatura, assume-se que estes
fatores colaboraram em alguma extensdo para os valores de rendimento
observados, a exemplo do que é descrito que para algumas culturas, como em
aspargos, onde a concentragado de agucares soluveis é maior em meses mais frios e
maior na estagcdo quente (SHOU et al., 2007). No que concerne especificamente a
babosa, poucos sdo os dados disponiveis na literatura acerca do efeito de fatores
climaticos sobre o comportamento metabdlico desta espécie, i.e., biossintese,
acumulo e mobilizagdo dos polissacarideos de reserva. Alguns estudos referem-se
a cultivos experimentais em ambientes controlados e ndo em cultivos estabelecidos

em campo (BEPPU et al.,, 2004), ou utilizam um pequeno numero de individuos
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cultivados em jardins botanicos (GUTTERMAN et al., 2000), condigdes estas que
mais dificilmente poderdo refletir o comportamento de populagcbes de plantas
cultivadas em escala comercial. Em funcao disto, as comparagdes de resultados de

estudos neste contexto deveréo ser feitas com a devida cautela.

1.6.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO DO PARENQUIMA DE

RESERVA, DA FP E DA FPD

Os parametros fisico-quimicos avaliados para o extrato do parénquima de
reserva estdo mostrados na tabela 3.

Observou-se a existéncia de diferengas ndo proeminentes entre os tipos de
amostras em estudo, excecdo feita ao teor de sodlidos soluveis, os quais no caso
especifico de A. barbadensis sdo representados principalmente pela glucose e em
menores concentragdes frutose e galactose (PAEZ, et al., 2000).

Alguns dos resultados i.e. pH e percentagem de polpa, encontrados neste
experimento assemelham-se ao descrito na literatura (Waller et al., 2004), que
avaliaram as caracteristicas de extratos de parénquima de reserva em amostras
oriundas de trés propriedades no Texas (EUA), ao longo de um periodo de cultivo de
112 semanas. Os autores descreveram que a percentagem de polpa encontrada foi
de 0,11g%, pH de 4,56, apresentando, portanto, valores bastante préximos aos
encontrados no presente estudo. De forma similar, Femenia et al. (1999 e 2003)
descreveram valores de conteudo de agua (umidade %) em plantas de babosa de 4
anos de idade, cultivadas nas llhas Baleares (Espanha), variando de 98,5% a

99,55%.
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TABELA 3 — Parametros fisico-quimicos de amostras de folhas e do extrato do
parénquima de reserva de Aloe barbadensis Miller, cultivada em Paulo
Lopes, SC, coletadas em setembro/2006.

Amostras do Extrato do Parénquima de

Parametros Reserva Foliar

PM PC
Comprimento (cm)* 41,00 + 4,99 46,00 + 1,77
Massa (g)* 208,86 + 33,01 239,80 + 32,34
% polpa* 0,16 + 0,02 0,17 + 0,04
pH* 4,66 + 0,15 4,75+ 0,09
Umidade (%)** 99,03 £ 0,11 99,09 £ 0,14
Cinzas (mg)** 0,15+ 0,02 0,12 + 0,01
Solidos Soluveis Totais (°Brix)* 1,10+0,08 2,3140,41

*As amostras referem-se as médias + DP (n=8)
** As andlises compreenderam a reunido de 8 amostras e foram realizadas em ftriplicata

Em um estudo realizado por estes pesquisadores com plantas cultivadas
nas llhas Baleares (Espanha), conteudos de cinzas, proteinas e agucares soluveis,
no extrato do parénquima de reserva, foram 23,61%, 8,92% e 26,81%,
respectivamente, demonstrando a influéncia de fatores agronémicos e de ambiente
sobre os parametros estudados.

Na tabela 4 sdo mostrados os valores de concentracdo de carboidratos
totais (mg.mL™"), agticares redutores (mg.mL™") e proteinas totais (mg.mL™") em

amostras do extrato do parénquima de reserva de plantas de babosa.
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TABELA 4 — Parametros bioquimicos referentes ao extrato do parénquima de
reserva de Aloe barbadensis Miller, cultivadas em Paulo Lopes (SC),

coletadas em setembro/2006.

Amostras do Extrato do Parénquima de

Parametros Reserva Foliar

PM PC
Carboidratos Totais (mg.mL™")* 4,00+0,23 4,74+0,27
Acucares Redutores (mg.mL™")* 3,09+0,40 3,44+0,95
Proteinas Totais (mg.mL'1)* 0,09+0,01 0,10+0,02

* As amostras compreenderam a reunido de oito individuos, as analises foram realizadas em
triplicata e os valores expressam a média + DP.

Verifica-se que o extrato possui um alto conteudo glicidico, devido,
principalmente, a presenca de mono e polissacarideos. Em menor escala,
encontrou-se a fragcado protéica, que representa em termos percentuais cerca de 9%
do peso seco do extrato, um dado semelhante ao descrito por Femenia et al. (1999)
para uma populacao de plantas de babosa cultivada na Espanha.

A partir do extrato do parénquima de reserva obtiveram-se as FP e FPD, a
partir de amostras de mesmas plantas (MP) de plantas distintas (PD). Similarmente,
ao estudo realizado para o extrato do parénquima de reserva, alguns parametros

bioquimicos foram analisados, sendo os resultados descritos nas tabelas 5 e 6.



TABELA 5 — Parametros bioquimicos da FP e FPD de Aloe barbadensis, referentes as plantas distintas de PM e PC,
coletadas no periodo de maio de 2005 a margo de 2006.

FP FPD
w1 2 0T '%
©

Coletas ‘gg 833 R ke ‘gg ke

S £ g SE S E RS S £ g E
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PC mai/05* 0,152+0,053°  0,048+0,003%  31,57+1,342 0,021+0,001° 0,152+0,0112 0,019+0,002°
PC jul/05* 0,172+0,037°  0,068+0,015%  31,54+1,162 0,024+0,005° 0,120+0,016° 0,020+0,001°
PC set/05* 0,157+0,031°  0,059+0,005°  16,35+5,35% 0,011+0,003? 0,154+0,005° 0,007+0,0012
PC nov/05* 0,164+0,026°  0,062+0,003%  17,52+1,16% 0,016+0,0042 0,166+0,030° 0,016+0,001°
PC jan/06* 0,166+0,044°  0,060+0,009°  14,40+2,69% 0,016+0,002° 0,108+0,022° 0,014+0,001°
PC mar/06* 0,159+0,040°  0,052+0,0072  12,85+1,16° 0,015+0,004° 0,156+0,016° 0,014+0,003'
PM mai/05* 0,141+0,016°  0,074+0,015°  43,61+0,67 0,013+0,0012 0,140+0,0072 0,012+0,003°
PM jul/05* 0,175+0,053°  0,062+0,0142  32,04+0,69°" 0,018+0,005° 0,171+0,029° 0,017+0,001°
PM set/05* 0,147+0,012°  0,067+0,006°  47,50+1,78% 0,012+0,002° 0,14840,004° 0,007+0,002°
PM nov/05* 0,165+0,051°  0,060+0,011%  27,25+1,78°" 0,021+0,0012 0,157+0,043° 0,011+0,001°
PM jan/06* 0,179+0,045°  0,056+0,004%  15,57+1,78? 0,012+0,0012 0,082+0,005° 0,010+0,001¢
PM mar/06* 0,116+0,016°  0,065+0,009°  40,88+3,09 0,020+0,002° 0,115+0,009° 0,012+0,001°

* As amostras referem-se a triplicatas, expressando as médias + DP. O teste de separagdo de médias foi efetuado utilizando o teste de Tukey
com p<0,05. Letras diferentes nas mesmas colunas e por coleta, indicam diferengas significativas.



TABELA 6 — Parametros bioquimicos da FP e FPD de Aloe barbadensis, referentes a mesmas plantas de PM e PC,
coletadas no periodo de julho de 2005 a maio de 2006

FP FPD
Coletas w T 3 o 3
©
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PC jul/05* 0,172+0,037?2 Nd 31,93+0,67° 0,023+0,005? 0,152+0,011¢ 0,020+0,0012
PC set/05* 0,126+0,022° Nd 26,48+4,10% 0,021+0,009? 0,120+0,016° 0,018+0,001°
PC nov/05* 0,193+0,030°? Nd 38,16+4,42° 0,012+0,002°% 0,194+0,005% 0,010+0,002°
PC jan/06* 0,178+0,030°? Nd 39,33+1,78° 0,016+0,003? 0,166+0,030¢° 0,012+0,001¢
PC mar/06* 0,200+0,016° Nd 19,86+3,507 0,015+0,0007 0,108+0,022° 0,014+0,001°
PC mai/06* 0,159+0,026° Nd 26,48+1,35% 0,018+0,002? 0,141+0,016¢ 0,010+0,001°¢
PM jul/05* 0,175+0,053? Nd 31,93+0,67° 0,018+0,005? 0,137+0,007® 0,017+0,001°¢
PM set/05* 0,153+0,015% Nd 26,47+4,10° 0,013£0,008? 0,149+0,154° 0,015+0,001¢
PM nov/05* 0,183+0,044° Nd 38,16+4,42° 0,020+0,0067 0,145+0,004 @ 0,014+0,001°¢
PM jan/06* 0,157+0,028? Nd 39,33+1,78° 0,02240,005% 0,155+0,045% 0,010+0,0012
PM mar/06* 0,173+0,0212 Nd 19,85+3,50°7 0,026+0,008? 0,169+0,002 2 0,010+0,0012
PM mai/06* 0,150+0,009? Nd 26,47+1,34¢ 0,019+0,009? 0,148+0,010° 0,016+0,001°

* As amostras referem-se a triplicatas, expressando as médias + DP. O teste de separagdo de médias foi efetuado utilizando o teste de Tukey
com p<0,05. Letras diferentes nas mesmas colunas e por coleta, indicam diferengas significativas.
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Em ambas as coletas foi observada uma flutuagao nas concentragcbes dos
carboidratos totais e proteinas, porém nao foram detectadas diferencgas significativas
para estes parametros ao longo do periodo experimental. Ao mesmo tempo, nao foi
detectada variagdo de interesse (p<0,05) na concentragdo dos metabdlitos em
questdo, quando da didlise das amostras. As moléculas de alto peso (> cut-off)
como as proteinas e polissacarideos nao sao eliminadas pelos poros da membrana
utilizada. No entanto, as concentracdes de carboidratos totais obtidas apds a dialise,
em geral, sdo menores que as de amostras nao dialisadas, possivelmente pela
eliminagao de agucares soluveis de baixo peso molecular (< cut-off).

Fica evidente o efeito da técnica de dialise quando se compara a FP e FPD
entre as coletas. A FPD apresenta uma grande variancia dos dados, 0 que néao
acontece com a FP. A glucose foi o constituinte que apresentou a maior variancia de
dados entre as coletas, evidenciando a grande variagao existente deste agucar nas

amostras, apesar de apresentarem-se em baixa concentracao.
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1.6.4 DETERMINACAO DA  COMPOSICAO MONOMERICA  DOS

POLISSACARIDEOS DA FPD.

Os cromatogramas da FPD hidrolisada sdo mostrados na figura 24.
Considerando que todas as amostras cromatografadas apresentaram um perfil
composicional monossacaridico semelhante, os resultados apresentados na figura
16 foram considerados representativos da variabilidade quimica de interesse, para o
material em estudo. A partir dos valores de Rf e dos padrdes de cor dos acgucares,
caracterizou-se a composicdo monomérica da FPD, sendo esta composta
principalmente por manose e, em menor propor¢ao, por glucose e galactose. Outros
monossacarideos eventualmente presentes em menores concentragdes, i.e.,
arabinose, ramnose, xilose e acidos urdnicos (WALLER et al., 1978; FEMENIA et al.,
1999; FEMENIA et al., 2003;) nao foram detectados pela metodologia empregada.

Estudos realizados por Femenia et al. (2003), via cromatografia gasosa,
demonstraram que a FPD de A. barbadensis € composta principalmente por manose
e glucose, com menores concentragdes de ramnose, fucose, arabinose, xilose e
acidos urénicos.

A predominancia de monémeros de manose no hidrolisado da FPD
corrobora com os resultados de Reynolds (2004), contudo, a razdo manose/glucose
mostrou-se variavel entre individuos de A. barbadensis, bem como entre espécies

daquele género.
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Figura 24 — Perfil cromatografico dos padrdes de agucares: Ramnose (Rf = 0,59), fucose
(Rf =0,52), frutose (Rf = 0,43), arabinose (Rf = 0,45), galactose (Rf = 0,42),
acido glucurénico (Rf = 0,40), manose (Rf = 0,47), glucose (Rf = 0,46), da
mistura de padrdes (mix). Amostras (1-8) e da mistura de padrées (P).

Os dados da CCD apresentados revelaram a composicao monossacaridica
das amostras em estudo de forma qualitativa, sendo uma ferramenta util a
determinacado primaria da autenticidade da matéria-prima provinda desta espécie
vegetal, uma vez que contaminantes de natureza glicidica poderiam ser detectados
por esta técnica. Estudos de carater quantitativo, via densitometria ética, encontram-

se em andamento.
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1.6.5 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA FP, DA FPD E DA ACEMANANA
POR ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE INFRAVERMELHO (FT-IR)

SEGUIDA DE ANALISE QUIMIOMETRICA.

As amostras da FP e da FPD foram analisadas com o objetivo de
caracterizar os grupamentos funcionais presentes na estrutura daqueles
biopolimeros. A regido estudada compreendeu as bandas localizadas na janela
espectral compreendida entre 600 e 3400 ondas.cm™.

A figura 25 mostra o perfil do espectro de infravermelho de amostras da FP
de plantas micropropagadas (PM) e a figura 26 refere-se a FP de plantas produzidas
no campo (PC).

O estiramento assimétrico da ligacdo C—H nos grupos —CH3z e —CH,— em
compostos alifaticos estdo representados nas bandas em 2930-2888 ondas.cm™.
Estes grupamentos podem estar associados a ésteres ou acidos graxos (LAMBERT
et al., 1998; PETIBOIS et al., 2001; YANG et al., 2005).

Bandas caracteristicas do estiramento de ligagdo C=0 foram detectadas na
regido de 1730 ondas.cm™ e representam grupos aldeidos ou grupamento acetil

(LAMBERT et al., 1998; PRASHANTH et al., 2006).



68

— 173030
— 1558.06
— 145755
— 17
— 132024
— 123891
— 1032.60
— 881.90
— FEF7.20

20

Absorbancia
1.5

1.0

\ T T T T
3000 2500 2000 1500 1000

Numero de COndas {cm-1)

PM — mar¢o/2006 PM — janeiro/2006

Figura 25 — Espectros de FT-IR (600 a 3400 ondas.cm™) representativos da FP de plantas
micropropagadas (PM). As bandas de maior intensidade sdo mostradas em
destaque.

Bandas de interesse, associadas a deformagdo axial do grupamento
funcional C=0 e a deformacdo do grupamento NH, de amidas primarias e
secundarias (em 1645, 1636, 1568 e 1524 ondas.cm™, WILLIAMS; FLEMING, 1995;
DELERIS, PETIBOIS, 2003) foram encontradas nas amostras. A presenca destes
grupamentos sugeriu a existéncia de compostos protéicos associados a FP, uma vez
gue as bandas acima mencionadas ocorrem na regido espectral definida para estes
compostos, i.e., 1720-1600 ondas.cm™ (estiramento da ligagdo C=0O de amidas
primarias) e 1600-1480 ondas.cm™ (deformagdo axial da ligagdo N-H de amidas

secundarias) (PETIBOIS et al., 2001; DELERIS, PETIBOIS, 2003). Posteriormente,
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esta informacgéao foi confirmada através do doseamento de proteinas nas amostras,

conforme descrito no item 6.1.3.

2930.64
— 1730.44
— 1579.71
— 1376.10
— 123891
— 1032.91
— 98567
—— Bo0.06

Absorbéncia
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Mumero de Ondas [crn-1)

PC — marg¢o/2006 PC — janeiro/2006

Figura 26 — Espectros de FT-IR (600 a 3400 ondas.cm™) representativos da FP de plantas
produzidas no campo (PC), com destaque para as bandas de maior
intensidade.

Dois sinais verificados na regido de 1457 e 1431 ondas.cm™ foram
atribuidos a deformacdo axial de grupos CH; e a deformagcdo no plano de
grupamentos OH em acidos carboxilicos, respectivamente (LAMBERT et al., 1998).
As bandas observadas em 1376 e 1377 ondas.cm'1, por sua vez, resultam do
estiramento da ligagdo C—H em compostos alifaticos ou de grupamentos acetil, bem
como de OH fendlicos (BOERIU et al., 2004; PRASHANTH et al., 2006).

Um sinal em 1320 ondas.cm™ foi observado em amostras provenientes de

coletas realizadas em mesmas plantas e especificamente em algumas coletas em
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plantas micropropagadas, atribuindo-se ao estiramento do grupo C-O em anel
siringil (BOERIU et al., 2004; XU et al., 2006).

De forma bastante freqiliente, observou-se um sinal na regiso de 1238 cm™;
referente a regido de carboidratos. Porém, a banda caracteristica do polissacarideo
localiza-se em 1032 cm™ e representa o anel de carbono em composto ciclico
(WILLIANS, FLEMING, 1995; LAMBERT et al., 1998). Segundo Kemsley et al.
(1995), os carboidratos geralmente exibem um sinal intenso na regidao de 900-1300
onda.cm™, regido considerada de impressdo digital de polissacarideos. A banda
especifica em 1032 onda.cm™ foi atribuida por Prashanth et al. (2006) ao
estiramento da ligacdo C—O quando ligado a grupos C-O-C o que caracteriza para
os autores grupos acetilados. Conjuntamente a regiao pertencente aos carboidratos,
as bandas de 955 e 958 onda.cm™ apareceram como sinal pertencente ao
grupamento =CH fora do plano.

Ainda, os sinais relativos as bandas de 880-881 onda.cm™ foram definidos
como pertencentes as ligagdes HC=CH, em grupamentos vinilicos (LAMBERT et al.,
1998) ou a estruturas piranosidicas de B-D-manose e B-D-glucose, segundo Santa
Rita (1984).

Por fim, as bandas registradas em 769 e 677 onda.cm™ estariam ligadas
aos sinais caracteristicos de estiramento da ligacdo CH em anéis aromaticos,
mostrando a presencga de possiveis contaminantes de natureza fendlica (WILLIANS,
FLEMING, 1995).

Quando sdo comparados os espectros de um padrdo comercial com o
material obtido da cromatografia de gel permeacgéo (acemanana - Figura 27), nota-se

que muitos dos sinais n&o sao correspondentes.
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Figura 27 — Espectros de FT-IR (600 a 3400 onda.cm™) representativos do padrdo
comercial de acemanana e da acemanana obtida via cromatografia de gel
permeacao da FPD.

Em relagdo ao padrdo comercial, a acemanana apresenta bandas intensas
nas regides de 1600 a 1730 onda.cm™, caracteristicas de grupamentos C=0 de
aldeidos e NH;, de amidas primarias (proteinas), respectivamente, e 1200 onda.cm™
que se refere ao estiramento da regido C-O-C de carboidratos. Uma vez que essas
bandas continuam presentes apds o procedimento cromatografico, pode-se sugerir
que o polissacarideo nao foi suficientemente purificado, ou mesmo que essas
substancias contaminantes estejam fortemente ligadas a estrutura polissacaridica.
De interesse, a banda que caracteriza aquele polissacarideo aparece em diferentes
numeros de onda nos espectros, uma vez que o padrao comercial apresenta o pico
em 1004 onda.cm™, enquanto a acemanana em 1031 onda.cm™. Em func&o disto,

pode-se inferir que o polissacarideo isolado ndo esteja totalmente purificado ou
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ainda que o padrao comercial utilizado ndo seja um padrdao adequado. Como
estratégia para elucidar esta questdo, analises subsequentes do perfil estrutural
destes polissacarideos foram realizadas utilizando-se a ">C-RMN e os resultados
serdo discutidos a posteriori. As regides subseqiientes, entre 880 a 710 onda.cm™,
foram detectadas em ambas as amostras e indicam, possivelmente, a presenca de
compostos fendlicos associados aquelas macromoléculas.

Os resultados encontrados utilizando a técnica de FT-IR sdo de grande
importancia, no que diz respeito a caracterizacdo da fragcao polissacaridica bruta e
das subsequentes fracdes purificadas do extrato do parénquima de reserva de A.
barbadensis. No entanto, a espectroscopia de infravermelho isoladamente nao
permite a elucidacdo completa acerca da estrutura dos polissacarideos de interesse,
recomendando o uso de técnicas complementares como a >*C-RMN.

Ainda neste contexto, a utilizagdo de uma abordagem quimiométrica dos
dados espectrais de FT-IR, através da analise de componentes principais (PCA), foi
tomada como ferramenta para estipular o grau de dispersdo das amostras entre
plantas de diferentes coletas e entre diferentes épocas.

A figura 28 mostra o grafico de distribuicao fatorial (scores) das amostras
pertencentes a FP extraida de mesmas plantas e de plantas distintas. Analisando a
distribuicao das amostras em relagao aos eixos PC1 e PC2, verificou-se que aqueles
componentes explicam 67% da variancia presente nas amostras. A disperséo
observada pode ser explicada através da analise dos graficos de contribuigcéo fatorial
(loadings), os quais indicam os grupamentos funcionais que majoritariamente

concorrem para a distribuicdo amostral observada nos eixos PC1 e PC2.
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Figura 28 — Distribuicao fatorial (PCA) de PC1 e PC2, das amostras da FP referentes as
mesmas plantas (1 — PM, 2 — PC) e plantas distintas (3 — PM, 4 — PC). Os
grupos circulados em vermelho fora da grande elipse indicam amostras
consideradas outliers e a seta dentro da elipse indica a amostra de
acemanana (A).

Uma tendéncia das amostras provindas de PC agruparem-se ao longo do
eixo PC1 negativo foi detectada, enquanto as amostras de PM mostraram a
tendéncia de agrupamento em PC2 positivo. As amostras pertencentes ao padrao
comercial de acemanana igualmente n&o aparecem inseridas no agrupamento
majoritario, demonstrando diferencas quanto a sua composicdo quimica
principalmente aos artefatos contaminantes de natureza protéica, lipidica e fendlica.

A acemanana foi dispersa no quadrante PC1 negativo-PC2 negativo.
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A analise da contribuigao fatorial (Figura 29) dos dados espectrais de FT-IR
revelou a presenga de sinais de mais alta intensidade na regido de 1730 840
onda.cm™ e predominantemente no quadrante negativo. As bandas que mais
intensamente contribuiram para o perfil observado na separacdo foram detectadas
em 3157 onda.cm™, relativa a grupamentos —NH, de aminoacidos, em 1371
onda.cm™, relativos & deformacdo da ligagdo C—O-H pertencentes a grupos
fendlicos, em 1240 onda.cm™, relativo ao estiramento da ligagdo C—O—C de éteres e
a banda em 1029 onda.cm™, que se refere a ligacdo CH,—OH de alcoois,
caracteristico de polissacarideos.

Adicionalmente, amostras coletadas em maio/2006 foram separadas das
demais, possivelmente devido a presenca de banda em 1425 onda.cm™, referente a
deformagdo angular de -OH no plano (a qual pode estar associada a acidos
fendlicos), bem como & banda em 1320-1325 onda.cm™ que sugere resultar de
ligagdo C—O. Em menor extensdo, a banda em 1733 onda.cm™, caracteristica de

carbonila de lipidios ou ésteres, foi um contribuinte a separacao observada.
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Figura 29 — Contribuicao fatorial de PC1 e PC2 das amostras da FP, referentes as mesmas
plantas e plantas distintas, obtidas a partir dos dados espectrais de FT-IR
(600-3400 cm™).

Para a FPD, a variancia dada em relagcédo aos eixos PC1 e PC2 foi de 74% e
13%, respectivamente, sendo detectada uma grande dispersdo amostral ao longo
dos eixos PC1 e PC2 (Figura 30). Um grupo menor com ocorréncia em PC1 positivo-
PC2 negativo compreendeu a amostra relativa ao padrédo comercial, evidenciando
novamente que este material difere estruturalmente daquele dialisado. De forma
similar ao observado para a amostra da FP, a acemanana permaneceu no grupo

majoritario, i.e., PC1 positivo-PC2 positivo.
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Figura 30 — Distribuigao fatorial (PCA) dos componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2) para
os dados espectrais de FT-IR (600-3400 cm™) das amostras da FPD,
referentes as mesmas plantas (1 — PM, 2 — PC) e plantas distintas (3 — PM, 4 —
PC). A seta destaca a amostra de acemanana.

A anadlise do grafico de contribuicdo fatorial (Figura 31) revela que as
bandas que apresentaram maior contribuicdo na separagdo foram detectadas em
2935 onda.cm™, pertencentes a grupamentos CHs; e —CH,—, possivelmente
indicando a presenca de lipideos, enquanto as bandas situadas em 1739 onda.cm™,
1518 onda.cm™ e 1228 onda.cm™ s3o relativas ao estiramento da ligagdo C=0 em
ésteres, ao estiramento em ligacbes em anéis aromaticos e a deformagao axial em

ligacbes C—C—N em aminas.
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Diante dos resultados encontrados, pode-se sugerir que a separagao destes
grupos esteja sendo efetuada principalmente por artefatos como residuos de
proteinas, lipidios e compostos de natureza fendlica. A intensidade das bandas é

fator a ser considerado na separacgao.
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Figura 31 — Contribuicdo fatorial de PC1 das amostras da FPD, referentes as mesmas
plantas e plantas distintas, para os dados espectrais de FT-IR (600-3400 cm™).

Quando se restringe a analise dos componentes principais aos dados da
janela espectral de caracterizagdo de polissacarideos (900 a 1300 onda.cm™ - Figura
32), 97% da variancia amostral da FP é explicada pelos componentes principais 1

(PC1) e 2 (PC2).
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Figura 32 — Distribuico fatorial (PC1 e PC2) dos dados espectrais (FT-IR, 900-1300 cm™)
das amostras da FP, referentes as mesmas plantas (1 — PM, 2 — PC) e plantas
distintas (3 — PM, 4 — PC). A seta dentro da elipse indica a amostra de
acemanana e a externa, uma amostra outlier. O grupo circulado em vermelho
representa a amostra de padrao comercial.

As amostras apresentaram uma dispersao proeminente em relagao ao eixo
PC1. A amostra C294 que na anadlise da FP na regidao de 600-3400 onda.cm’,
apresentou-se como outlier, ao se restringir a regido de analise, foi enquadrada
dentro do agrupamento principal.

As analises anteriores abordaram o efeito dos tipos de coleta da biomassa

foliar para efeitos de obtencao das fragdes polissacaridicas. Posteriormente, decidiu-
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se analisar o efeito da dialise no perfil estrutural de FT-IR das amostras de
polissacarideos em estudo.
As figuras 33 e 34 apresentam o efeito de didlise quando se comparam as

FP e FPD de coleta de plantas distintas, ao longo do periodo estudado.

PC2 Distribui¢fio Fatorial
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Figura 33 — Distribuicao fatorial (PCA) de PC1 e PC2 dos dados espectrais de FT-IR (600-
3400 onda.cm™) das amostras da FP (3 — PM e 4 — PC circulo menor em PC1
positivo) e FPD (1 — PM e 2 — PC circulo menor em PC1 negativo) de plantas
distintas, juntamente com a acemanana (seta) e a amostra de padrao
comercial (grupo circulado em vermelho)

Apresentando uma variancia de 71% em PC1 e 12% em PC2, a distribuigéo
fatorial de mesmas plantas mostrou uma tendéncia de separacao das FP e da FPD
em relacao ao eixo PC1, onde as FP localizaram-se em PC1 positivo e as amostras

da FPD em PC1 negativo. A amostra do padrao comercial manteve sua tendéncia de
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isolamento do grupo principal, enquanto a acemanana apresentou-se agrupada
juntamente com as amostras dialisadas. Da mesma forma, quando se analisa o
grafico de plantas distintas (Figura 34), este mostrou também uma separagédo em
funcao do eixo PC1. Entretanto, diferentemente dos resultados encontrados para as
amostras de mesmas plantas, o agrupamento da FP deu-se no eixo PC1 negativo e

a FPD no eixo PC1 positivo, predominantemente.
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Figura 34 — Distribuicio fatorial (PCA) de PC1 e PC2 dos dados espectrais de FT-IR (600-
3400 onda.cm™) das amostras da FP (3 — PM e 4 — PC circulo menor em PC1
positivo) e FPD (1 — PM e 2 — PC circulo menor em PC1 negativo) de plantas
distintas, juntamente com a acemanana (seta) e a amostra de padréo
comercial (grupo circulado em vermelho)
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Com o propodsito de avaliar a interferéncia da acemanana e do padréao
comercial na distribuicido das amostras, foi executada uma analise utilizando as
amostras de plantas distintas, igualmente ao que se observa na figura 34 excluindo-
se a acemanana e o padrao comercial. O resultado desta analise pode ser

visualizado na figura 35.
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Figura 35 — Distribuigédo fatorial (PCA) de eixos PC1 vs. PC2, das amostras referentes as
FP (3 — PM e 4 — PC circulo menor) e FPD (1 — PM e 2 — PC) de plantas
distintas excluida a acemanana e a amostra de padrao comercial, do espectro
de FT-IR da regido compreendida entre 600-3400 onda.cm™.

A quimiometria apresentou uma variancia de 84% em relagao ao eixo PC1 e
9% em relagao ao eixo PC2. Predominantemente, as amostras da FP dispersaram-

se no eixo PC1 negativo, enquanto as amostras da FPD dispersaram-se em PC1
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positivo. Observou-se a que a inser¢gdo da acemanana e do padrdo comercial no
conjunto amostral determinou um novo padrdo de distribuicdo, principalmente no
que diz respeito a FP, que apresentou uma tendéncia maior de deslocamento em
relagdo ao eixo PC1 positivo. Apds dialise, as amostras mostraram um perfil de
distribuicado bastante diferenciado, revelando que o tratamento influenciou de

maneira significativa no perfil da distribui¢ao fatorial.

1.6.6 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA FPD E DA ACEMANANA POR
ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR de C

(**C-RMN) SEGUIDA DE ANALISE QUIMIOMETRICA.

Os estudos de ™C em polissacarideos permitem obter informacdes
estruturais uteis. Assim, e considerando que os desvios quimicos (6 ppm) séo
sensiveis a forma do acucar, os carbonos anomeéricos tém maiores valores de &
entre 90 e 98 ppm nas piranoses, comparativamente as furanoses, os carbonos
ligados a grupos —OH apresentam ressonancias tipicas em & = 65-67 ppm, enquanto
os carbonos ligados a grupos —OH axiais tém valores de 5 inferiores aqueles ligados
a grupos —OH equatoriais e, finalmente, os atomos de carbono envolvidos em
ligagcbes glicosidicas sofrem desvios consideraveis para alta frequéncia, cujos
valores refletem a conformagao molecular total (GIL, GERALDES, 2002).

Os espectros de RMN de C da FPD referem-se a coleta de plantas
distintas para amostras de PC e PM. Foram escolhidas amostras representativas de
cada estacdo do ano a fim de comparar o efeito de época sobre as plantas

estudadas. Assim, amostras coletadas nos meses de julho/2005 e novembro/2005
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foram consideradas representativas do inverno e primavera, respectivamente,
enquanto as amostras de janeiro/2006 e margo/2007 representam as estagdes do
ver&o e outono.

Foram coletados dois espectros adicionais, referentes a acemanana isolada
pela coluna de gel filtracdo e de uma amostra de padrédo comercial. Os espectros
referentes as amostras de PM e PC sao mostrados nas figuras 36 e 37,

respectivamente.

Julho/ 2005

Novembro/ 2005 “ | H II". I‘ 1 J

Janeiro/ 2006

Mcrpo/ 2006

200, 00 150. 00 100. 00 S5o0. 00 o.on

Figura 36 — Espectros de ">C-RMN (9,4 Tesla) de amostras da FPD de plantas distintas
(PM), representativos das quatro estagdes do ano, em ordem cronoldgica
crescente.
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Os espectros mostram que ao longo das estagdes os perfis de sinais
referentes a estrutura dos polissacarideos, i.e., 8 = 20,5 ppm, 60,3-100,6 ppm e
170,2 ppm, referentes ao grupamento CHs, aos carbonos da estrutura
polissacaridica e ao grupamento C=0, respectivamente.

Outros sinais que aparecem em 129,8 ppm nas coletas dos meses de
novembro/2005, janeiro/2006 e margo/2006 (PM — Figura 36), possivelmente
pertencem a grupos aromaticos de compostos fendlicos contaminantes das
amostras, ligados a estrutura do polissacarideo (LAMBERT et al.,, 1998;

SILVERSTEIN, WEBSTER, 2000).

Julhos 2005 h |l“ HIH" f 'l I
MNovembro/ 2005 | ‘
Janetro/ 2006 || r" F“ || Iﬂ I I
Nergo /2006 ﬁ ! I"* I h

200,00 150, 00 100 00 S0.00 nmale

Figura 37 — Espectros de 13C-RMN (9,4 Tesla) de amostras da FPD de plantas distintas
(PC), representativos das quatro estagcdes do ano, em ordem cronoldgica
crescente.



85

Conjuntamente, outros sinais, um em 124,6 ppm, apenas observado na
coleta de julho nas PC (Figura 37), foi identificado igualmente como um grupamento
aromatico e o outro com & = 62,9 ppm foi identificado como um residuo pertencente
a amidas. Nas amostras de julho/2006 em PM e em margo/2006 em PC, ndo foram
observados os sinais 6 = 28,8 — 30,6 ppm, relativos a grupamentos metilicos de
grupos acetil (WILLIANS, FLEMING, 1995).

Em se tratando dos deslocamentos quimicos relativos a caracterizagao do
componente  polissacaridico  especificamente, alguns sao considerados
determinantes para a caracterizacdo de sua estrutura, constituindo a impressao
digital da molécula. Assim, os valores de deslocamentos quimicos relativos aos
carbonos do anel piranosidico e carbonos ligantes do anel sdo mostrados nas
figuras 38 e 39, enquanto os valores relativos a cada deslocamento estéao listados na
tabela 7.

Os sinais foram atribuidos a carbonos das unidades de manose, sendo que
nao foram observados sinais referentes a outros acucares, sendo as ressonancias
compreendidas entre 79 ppm a 85 ppm relativos a anéis furanosidicos (PERLIN et

al., 1970 Apud Santa Rita, 1984).
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100,5 n

Figura 38 — Detalhe da estrutura quimica do constituinte basico da acemanana isolada da
FP de Aloe barbadensis, com as indicacdes dos respectivos valores de
deslocamentos quimicos (1sC-RMN, 9,4 Tesla).



Tabela 7 — Deslocamentos quimicos (5 ppm) de '*C-RMN da FPD de coletas de plantas distintas de PM e PC

DESLOCAMENTOS QUIMICOS (ppm)

© —

10 8 8 3 8 3 3 S S o

0§ o0& o8 o8 =8 =8 =8 =8 5 L3

o= as o= o= o= oS o= o= £ T E

S o © © S o © o [} a o

i z ~ = o p ) = <LE> O
C=0 170,2 170,2 170,2 170,3 170,2 170,4 170,3 170,3 170,3 171,9
C1 - Livre 100,5 100,4 100,5 100,8 100,6 100,6 100,3 100,5 100,2 100,6
C1- Substituido 97,7 97,4 97,5 98,1 97,7 97,8 97,5 99,7 97,4 97,1
Cc2 76,8 76,8 76,8 77,2 76,9 77,1 76,9 76,8 76,7 77,0
C3 75,2 75,3 75,1 75,3 75,2 75,2 75,3 75,1 75,0 76,6
C4 Nd Nd Nd 73,1 Nd Nd 78,5 Nd 72,8 72,8
C5 70,9 71,1 71,0 71,3 71,0 71,0 71,8 71,0 70,8 71,8
C6-Livre 60,8 60,3 60,0 60,8 60,3 60,5 60,3 60,4 60,3 60,6
C6 - Substituido 69,6 69,6 69,5 70,0 69,6 69,8 69,6 69,6 69,6 69,8
CHs; 20,5 20,5 20,5 20,9 20,5 20,6 20,5 20,5 20,5 20,9

S1 - - - - - - - - 177,6 -

S2 - - - - - - - - 173,6 -
S3 - - - - - - - - - 177,2
S4 - - - - - - - - - 176,5
S5 - - - - - - - - - 174,5
S6 - - - - - - - - - 172,8
S7 - - - - - - - - - 172,1

S8 - - - - - - - - -

S9 - - - 171,0 - - - - - -

S10 - - - 171,0 - - - - - -

S11 - - - - - - - 170,3 - -

S12 - - - 170,0 - - - - - -

S13 169,8 169,8 - - - - 169,8 169,8 169,8 -



S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
S26
S27
S28
S29
S30
S31
S32
S33
S34
S34
S35
S36
S37
S38
S39
S40
S41
S42
S43
S44
S45
S46
S47

88



S48
S49
S50
S51
S52
S53
S54
S55
S56
S57
S58
S59
S60
S61
S62
S63
S64
S65
S66
S67
S68
S69
S70
S71
S72
S73
S74
S75
S76
S77
S78
S79
S80
S81
S82

60,6

53,4

44,4
30,6

89



S83
S84
S85
S86
S87
S88
S89
S90
S91
S92
S93
S94

28,8
23,1
21,4

13,8

29,4

26,4
25,0
23,1

18,7
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C=0 C-1L C-18 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6S C-6L CH,4

DMSO,q
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Figura 39 — Espectro de ">C-RMN (9,4 Tesla) de amostra da FPD evidenciando os sinais de
deslocamentos quimicos (8 pem) referentes a estrutura polissacaridica
encontrada em A. barbadensis.

Sinais observados em 100,5 ppm indicam a presenca de carbono 1 livre,
enquanto as ressonancias observadas em 97,7-98,1 ppm informa da existéncia de
substituicdo, proveniente da ligacédo do tipo B-(1->4) em unidades manopiranosil.
Trabalhos recentes (LEUNG et al., 2004; CHOW et al., 2005; KARDOSOVA,
MACHOVA, 2006) revelam que para a acemanana de Aloe barbadensis foram
obtidos valores semelhantes para o deslocamento quimico do carbono 1 livre e
substituido: 100,6 e 98,1 ppm, respectivamente. Esta molécula possui C6 livre, o

que é assinalado pelo deslocamento em 60,4 ppm, e C6 substituido, marcado pelo



92

sinal em 170,2 e 20,5 ppm, representando os grupamentos C=0 e CHj; do acetil,
respectivamente (Figura 39).

Somente os espectros das amostras de PC de marco/2006, PM de
janeiro/2006, da acemanana e do padrdo comercial revelaram a existéncia de um
sinal detectavel para carbono 4. A amostra de PC de margco/2006 apresentou um
sinal em 73,2 ppm referente a C4, enquanto para as amostras de acemana e do
padrao comercial esta ressonancia foi detectada em 72,8 ppm e 72,9 ppm,
respectivamente. Este carbono, devido a caracteristica da ligagao glicosidica € de
detecgao restrita, por ser um centro quiral. Em Aloe barbadensis, KardoSova e
Machova (2006) mencionam que o sinal de C4 localiza-se em 77,1 ppm, enquanto
outros trabalhos mostram que para espécies do mesmo género, a ressonancia deste
carbono foi detectada em 78,5 ppm, 72,3 ppm, 71,3 ppm, ou ainda em 79,0 ppm,
sugerindo discrepancias estruturais entre as amostras analisadas (LEUNG et al.,
2004; YAGI et al., 1986).

E importante ressaltar que o padrdo comercial utilizado por empresas
apresentou um perfil espectral mais rico em sinais, comparativamente ao encontrado
na acemanana purificada via cromatografia de gel permeacdo a partir da FPD
(Figura 40) e também na prépria FPD. E importante observar que o sinal em 20,5
ppm, caracteristico do grupamento acetil ndo foi detectado. Em funcgéao disto, sugere-
se que o padrao comercial disponivel pode nao apresentar um grau de pureza
adequado para ser utilizado de maneira confiavel em sistemas de analise, produgao
e de controle de qualidade daquela macromolécula ou de produtos derivados de A.

barbadensis.
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Figura 40 — Espectro de *C-RMN (9,4 Tesla) da amostra de acemanana isolada da FPD e
de amostra de padrdo comercial proveniente de A. barbadensis.
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Os dados espectrais de '*C-RMN das amostras em estudo foram
submetidos a analise dos componentes principais e a distribuicdo fatorial dos

componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2) é mostrada na figura 41.

030E+10 — P2

Distribuigfe Fatorial
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-HE+08 0 05E+08 010E+10 0.15E+10 020E+10 0.25E+10 030E+10
13C NMR-PCA Res... X-expl 63%,23%

Figura 41 - Distribuicdo fatorial (PCA) de PC1 e PC2 calculada a partir dos dados
espectrais de BC-RMN das amostras da FPD, referentes a amostras de
plantas distintas. A seta em (2) indica o padrdao comercial, enquanto a seta
em (9) a amostra de PC coletada em mar¢o/2006

A contribuicdo de PC1 e PC2 corrobora na elucidagao de 86% da variancia
das amostras em estudo. Observou-se claramente o predominio das amostras em
PC1 negativo e PC2 negativo. De forma semelhante ao observado na analise por
espectroscopia vibracional de infravermelho (FT-IR) associada a quimiometria, o
padrdo comercial de acemanana evidenciou um perfil espectral de '*C-RMN

discrepante (PC1 + e PC2 -) em relagdo as demais amostras em estudo. Tal fato
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subsidia a critica relativa a qualidade da amostra comercial, como composto de
referéncia para analises mais detalhadas, no ambito de sistemas produtivos ou
analiticos.

A amostra 9 (PC, margo/2006) apresentou um comportamento diferenciado
em relagdo as demais (PC1 + e PC2 +), um fato atribuido, em alguma extenséo, a
auséncia de um sinal caracteristico em 29 ppm, referente ao grupamento metilico,

comparativamente as demais amostras.
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Figura 42 — Contribuicdo fatorial (PC1) dos dados espectrais de >C-RMN das amostras da
FPD (PC e PM).
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A analise da contribuicao fatorial de PC1 (Figura 42) apresentou sinais de
interesse, notadamente no quadrante positivo, com destaque para as ressonancias
em 160 ppm (proteinas), 118-120 ppm (compostos fendlicos) e 71 ppm (carbono 5
do anel manopiranosidico) no quadrante positivo. De interesse em PC1 negativo,
apenas o sinal em 72 ppm atribuido ao C4 foi um contribuinte importante na
separacao das amostras estudadas.

Esses sinais atribuidos aos carbonos do anel e grupamentos a eles
associados, como o grupamento acetil (6=170 e 20 ppm) sao sinais intensos e em
parte responsaveis pelo padrao de distribuicdo das amostras uma vez que a
presenca de um sinal intenso deste grupo demonstra o grau de degradagdo do
polissacarideo.

Por outro lado, moléculas contaminantes como proteinas (6=62 ppm),

formam outra fonte importante no que concerne a distribuicado amostral.
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1.7 CONCLUSOES

Em coletas de plantas distintas, o maior pico de producédo de aloina A foi
detectado em julho/2005 para as duas populag¢des (PM e PC).

Os fatores climaticos insolacdo e temperatura média diaria bimestral nao
afetaram os conteudos de aloina A nas amostras em estudo, enquanto a
precipitacdo pluviométrica bimestral influenciou de forma significativa a concentragao
deste metabdlito.

Em amostras de PD, a irradiagcdo e a precipitacdo pluviométrica bimestral
foram os fatores climaticos de efeito proeminente sobre a biossintese de
polissacarideos do parénquima de reserva.

A didlise das amostras da fracdo polissacaridica mostrou-se como um pré-
tratamento com efeito sobre as concentracdes de carboidratos totais e proteinas
totais, ao longo do periodo experimental.

O perfil cromatografico da FPD hidrolisada revelou a predominéncia de
manose, glucose e galactose como agucares principais que a compoe.

Os espectros de FT-IR revelaram sinais de grupamentos funcionais de
proteinas, lipidios e, em menor concentragao, de compostos fendlicos, nas amostras
da FP e da FPD, sugerindo a ligagdo destes a estrutura dos polissacarideos em
estudo.

A analise quimiométrica dos dados espectrais de FT-IR mostrou claramente
o efeito de coleta, quando se comparam amostras dialisadas e nao dialisadas.

A distribuicdo quimiométrica das amostras foi influenciada principalmente
pela presenca de sinais de grupamentos funcionais de compostos contaminantes da

fracao polissacaridica, i.e., proteinas, lipideos e compostos fendlicos.
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As amostras de acemanana e do padrdao comercial influenciam na
separagao quimiométrica obtida a partir dos dados espectrais (FT-IR) do conjunto
total de amostras, sendo o padrao comercial de acemanana um outlier.

O perfil espectral de ">C-RMN das amostras ndo apresentou variagdes de
interesse durante o periodo experimental, sugerindo uniformidade estrutural da
composicao polissacaridica.

A analise dos dados espectrais de ">*C-RMN demonstrou que a acemanana
obtida neste estudo apresentou um grau de pureza superior em relagdo ao padrao
comercial utilizado na industria como referéncia, sugerindo que o controle de
qualidade efetuado para este polissacarideo deve ser otimizado no ambito de sua
produgao em larga escala.

A andlise quimiométrica (PCA) dos dados de C-RMN das amostras
sazonais da FPD revelou a existéncia de similaridades estruturais, excecao feita ao
padrdo comercial de acemanana, cuja separagao em relagdo as amostras da FPD
foi determinada principalmente pelas ressonancias de C1, C2, C3, C4, C5, C6 do

anel piranosidico, bem como do grupamento acetil.
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CAPITULO 2 — ATIVIDADES BIOLOGICAS

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS E ETNOFARMACOLOGICOS

O conhecimento acerca das babosas remonta a antiguidade. Em meados do
século 16, segundo comentarios de Mattioli e Laguna sobre o capitulo 23 do Livro I
da obra de Dioscorides, a planta chamada aloe era comum em grande parte da
Itélia, sendo cultivada em jardins e vasos (QUER, 1982).

Evidéncias historicas indicam a origem africana das babosas, havendo
registros de espécies cultivadas no Egito ha milhares de anos, assim como sua
utilizag&o pelos povos do Mediterraneo que remontam ao ano de 400 a.C. (ARAUJO
et al., 2002). As babosas tém sido usadas terapeuticamente desde o periodo de
dominagéo romana (REYNOLDS, DWECK, 1999; TURNER et al., 2004). O extrato
do parénquima clorofiliano seco € usado como catértico, enquanto o extrato do
parénquima de reserva € amplamente aceito, desde o século 4 a.C., como um
remédio para o alivio de dores e tratamento de uma variedade de doencas (CHOW
et al., 2005).

Os chineses tém utilizado h& milénios as babosas no tratamento da
constipacao intestinal (CHUNG et al., 1996; TIAN, HUA, 2005) e como fortificante do
estbmago (CHUNG et al., 1996). As babosas sdo utilizadas na medicina tradicional
mexicana e em outros paises com finalidades medicamentosas e cosméticas
(VASQUEZ et al., 1996; QUI et al., 2000; BAUTISTA-PEREZ et al., 2004;

RODRIGUEZ et al., 2005).
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Embora existam mais de 250 espécies do género Aloe, somente trés ou
quatro dessas apresentam propriedades medicinais, sendo Aloe barbadensis a de
maior interesse terapéutico e nutricional (ARAUJO et al., 2002). As babosas s&o
plantas importantes, largamente utilizadas na medicina popular, devido aos seus
efeitos benéficos, tais como, calmante da pele, no tratamento de queimaduras, em
diabetes, hepatite, obesidade e no controle das taxas de lipidios no sangue
(DANHOF, McANALLEY, 1983; GRINDLAY, REYNOLDS, 1986; SYDISKIS et al.,
1991; MCANALLEY et al., 1995; AVILA et al. 1997; OKAY et al., 2001) e ainda como
agente cicatrizante, antiulcerativo, antineoplasico e antiviral (SAKAI, 1989;
KOBAYASHI et al., 1993; MAEDA et al., 1998; KIM et al., 1999; PAEZ et al., 2000).

Da mesma forma, Simdes et al. (1996) citam o uso popular do suco das
folhas de Aloe arborescens Miller, no Rio Grande do Sul como laxante, emenagogo,
antifebril e ainda como abortivo. Em aplicacdes topicas, o suco é utilizado como
emoliente, revulsivo, cicatrizante e para aliviar as dores de queimaduras (TYLER et
al.,, 1971; NATH et al., 1992; CHITRA et al., 1998).

Uma pratica usual do povo loruba, do sudoeste da Nigéria, € a confeccéo de
sabonetes manufaturados localmente utilizando extratos vegetais, com utilizacdo em
ferimentos, Ulceras e outras afeccoes da pele. Aloe barbadensis e Ageratum
conyzoides séo, por exemplo, incorporados a estes sabonetes pelos curandeiros
tradicionais para o tratamento de furinculos, micoses, ferimentos e odores corporais

(MOODY et al., 2004).
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2.2 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DO GENERO Aloe

2.2.1 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DOS COMPOSTOS QUIMICOS DO

EXTRATO DO PARENQUIMA CLOROFILIANO

A aloe-emodina € a aglicona responsavel pelo forte efeito laxativo, sendo
seu mecanismo creditado a influéncia na motilidade do intestino grosso, um
fendmeno associado a inibicdo da bomba de Na'/K*, ou dos canais de CI' na
membrana colbnica, resultando em acelerado transito do bolo fecal através do colon.
Adicionalmente, aquele metabolito secundario estimula a secrecdo de muco e de
cloretos que determinam um aumento do conteudo de fluidos na luz intestinal,
determinando um efeito laxativo (CAPASSO et al., 1983; ISHII et al., 1990; ESCOP,
2003). Uma outra antraquinona, a isobarbaloina é decomposta em aloe-emodina-9-
antrona e barbaloina, quando administrada oralmente (ISHII et al., 1990).

Atencdo consideravel vem sendo dada a possibilidade de uso da aloe-
emodina como farmaco na quimioterapéutica para o tratamento de varios tipos de
cancer. Tem sido relatado que a aloe-emodina apresentou atividade antitumoral em
cancer de origem neuroectodérmico (PECERE et al., 2000), em neuroblastoma,
carcinoma de pulmdo, hepatoma celular e em linhagens de células leucémicas,
células promieloleucémicas HL-60 e em células de carcinoma de Merkel (LEE et al.,
2001; LEE et al., 2001b; CHEN et al., 2002; WASSERMAN et al., 2002; CHUNG et
al., 2003).

O mecanismo de acédo da aloe-emodina envolve possivelmente o processo

de apoptose, em razdo da fragmentacdo do DNA e das caracteristicas morfologicas

apresentada pelas células, assim como das evidéncias de modulacdo das familias
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de proteinas Bcl-2, Bax e Faz e do aumento na concentracdo das proteinas
apoptoticas p53 e p21l. O mecanismo de inducdo a apoptose de aloe-emodina
parece envolver a proteina quinase C (PKC). Os agentes que inibem as isozimas de
PKC podem bloquear a progressao de alguns tipos de tumores. Informacdes dos
efeitos da aloe-emodina na proliferacdo celular e sobre isozimas de PKC sao de
interesse, considerando que a superproducdo de PKC esta relacionada ao rapido
crescimento de gliomas em ratos (KUO et al., 2002). Evidéncias bioquimicas para a
acdo apoptotica da aloe-emodina indicam que células da linhagem CH27, tratadas
com aloe-emodina, mostram ativacdo de caspases e um aumento na concentracao
relativa de citocromos C, na fracdo citosolica. O aumento na concentracdo de
citocromo C resulta em deplecdo mitocondrial e finalmente na morte apoptoética das
células CH27 (LEE et al., 2001).

A emodina € uma antraquinona que tem sido mencionada por exibir
propriedades anti-inflamatorias, pela reducao da producao de citocinas em linfocitos-
T humanos e células endoteliais (KUMAR et al, 1998; KUO et al.,, 2001). Ela
demonstra também efeitos antiproliferativos em varias linhagens celulares de cancer
ao promover a apoptose via caspases (SRINIVAS et al., 2003), ou ainda por meio da
inibicdo da proteina tirosina quinase (CHAN et al., 1993). Os efeitos antibacterianos
da emodina em Escherichia coli sdo explicados em razdo deste interferir na
respiracdo e também no transporte de solutos nas membranas. Outras
antraquinonas derivadas de Aloe barbadensis, como a aloe-emodina, tém também
mostrado efetiva atividade antibacteriana em concentragbes micromolares,
especialmente para bactérias gram-positivas (CHAN et al., 1993; KUMAR et al.,

1998; KUO et al., 2001; SRINIVAS et al., 2003).
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Vérias antraquinonas, entre as quais a emodina, tém mostrado atividade
antiviral e/ou virucida contra virus envelopados (COHEN et al., 1996; ANDERSEN et
al., 1991). O extrato glicerinico de babosa e aloe-emodina isolada exerceram efeito
virucida em virus envelopados como herpes virus simples, virus da varicela-zoster,
pseudorabies e influenza virus, mais provavelmente pelo rompimento causado ao
envelope viral (SYRDISKIS et al., 1991).

As antraquinonas, além de atuarem como antioxidantes e como captadoras
de radicais livres, podem exibir atividade antiprotozoéaria. E também citada sua
atividade inibitdria sobre o crescimento de Helicobacter pylori, uma bactéria
associada ao surgimento de cancer gastrico (WANG et al., 1998; CAMACHO et al.,
2000).

Acido crisofanico (1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona) tem mostrado inibir a
evolucdo dos estagios do ciclo de replicacdo de virus ndo envelopados como o
poliovirus (Picornaviridae) (SEMPLE et al., 2001). Outras antraquinonas, como a
reina, alizarina e quinalizarina exibiram atividade antiviral ndo virucida contra
citomegalovirus humano (BARNARD et al., 1992).

Somando-se aos bem documentados efeitos positivos sobre a saude
humana, existem também os efeitos negativos destas antraquinonas que tém sido
descritos, uma vez que um grande numero de antraquinonas pode causar desde
irritacdo da pele e eritrema até o aumento da proliferacdo celular (WINTERS et al.,
1981; DANHOF, McANALLY, 1983). Quinonas podem elicitar esses efeitos ao
induzir reacbes com grupos tidis de proteinas, ou ainda a producdo de espécies
reativas de oxigénio. O efeito tdxico relatado para células normais humanas e
células tumorais in vitro do extrato do parénquima reserva de Aloe barbadensis

poderia estar relacionado com a geracao de antraquinonas, como a aloina, formadas
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pela oxidacdo de compostos de baixo peso molecular (O'BRIEN, 1991; CHAPMAN,

1995).

2.2.2 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DOS COMPOSTOS QUIMICOS DO

PARENQUIMA DE RESERVA

Muitos dos constituintes quimicos do extrato do parénquima reserva de
babosa sdo responsaveis por suas propriedades cicatrizantes e imunoestimulantes,
a exemplo da glicoproteina aloctina A, que é descrita por suas propriedades anti-
ulcerativa e antitumoral (IMANISHI, 1993) e de outra glicoproteina de 29 KDa, que
tém sido relacionada ao aumento da proliferacdo de células da derme humana
(YAGI et al., 1997)

Além disso, muitos outros compostos com propriedades imunomodulatorias
tipo lectina tém sido isolados do extrato do parénquima de reserva de Aloe
barbadensis (VAZQUEZ et al., 1996; BAUTISTA-PEREZ et al., 2004). Im et al.
(2005), estudando uma fracdo polissacaridica de Aloe barbadensis tratada com
celulase, mostraram que a atividade imunomodulatéria 6tima foi conseguida com a
aplicacao de polissacarideos de peso molecular entre 5 e 400 KDa e que fracdes de
pesos moleculares acima ou abaixo destes valores mostravam atividade inferior.

Foi documentado a utilizacdo bem sucedida do extrato do parénquima de
reserva em doencas do aparelho digestivo, como agente virucida, bactericida e
fungicida (FEMENIA et al., 1999). Sampedro et al. (2004) relatam as mesmas
propriedades para a espécie Aloe saponaria que também é citada por apresentar

atividade hemoaglutinante e por promover o crescimento de células humanas
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normais em cultura, ao mesmo tempo em que inibe o crescimento de células
tumorais.

A acemanana tem sido incluida em produtos cicatrizantes disponiveis
comercialmente e indicados para tratamento de ferimentos crbnicos, aftas e na
reducdo da cavidade bucal associada ao local da extracdo do terceiro molar, por
exemplo. Além disso, o0 polissacarideo purificado apresentou atividade
imunoestimulante, demonstrando um efeito adjuvante na producdo de anticorpos
especificos e no aumento da liberacdo de interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6),
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interferon-y (INF-y). A liberacdo destas
citocinas determinou um aumento de 300% na replicacéo dos fibroblastos em cultura
de tecidos, além de estimular a atividade fagocitica dos macréfagos. A proliferacao
dos fibroblastos é significativa em processos de restauracao tissular decorrente de
gueimaduras e Ulceras, bem como em outros tipos de ferimentos da pele e do
revestimento gastrointestinal (McCANALLEY, 1990; KAHLON et al., 1991; SHAND et
al., 1999).

O extrato do parénquima de reserva das folhas frescas de A. barbadensis é
utiizado em uma variedade de estados patolégicos, como queimaduras, artrite,
gota, acne, dermatites e Ulceras pépticas e reducdo do risco de infecgBes
(GRINDLAY, REYNOLDS, 1986; JOSHI, 1998; MORTON, 1961; DIEZ-MARTINEZ,
1981). Além disto, é utilizado como protetor da pele e como agente amaciante e
suavizante em industrias cosméticas e farmacéuticas e ainda como suplemento
dietético em algumas bebidas (BAUDO, 1992; SACCU et al., 2001). E também
citado que o extrato do parénquima de reserva de A. barbadensis possui
propriedades anti-diabéticas (OKAY et al.,, 2001). Sugere-se, entretanto, que 0

extrato do parénquima de reserva de A. barbadensis exerca atividades terapéuticas
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por meio da interacdo sinergistica de seus constituintes (FEMENIA et al., 1999),
incluindo alcaldides, saponinas, acidos graxos, glicoproteinas, resinas, esterois,
geloninas, minerais, vitaminas (A, C e E), amino-acidos, enzimas e outras pequenas
moléculas (YUSUF et al., 2004). Por outro lado, ha relatos de que os polissacarideos
exercem atividade anti-tumoral sem qualquer acdo sinergistica com outros
componentes (FEMENIA et al., 1999).

Simultaneamente, os polissacarideos de babosa mostraram efeito inibitério
na formac&o in vivo e in vitro do aducto de DNA-benzo[a]pireno. Contudo, o0s
mecanismos responsaveis por essa agdo quimiopreventiva ainda sao pouco
entendidos (KIM, LEE, 1997).

Pesquisas em carater clinico utilizando componentes de A. barbadensis
resultaram em um produto comercial com base no extrato do parénquima de reserva
denominado Acemannan Immunostimulant™, que foi aprovado para tratamento de
fibrosarcoma em gatos e cdes (KENT, 1993; MANNA, MCANELLEY, 1993; NI et al.,
2004), via administracdo parenteral (HARRYS et al., 1991; KING et al., 1995; LEE et
al., 2001; SAMPEDRO et al., 2004). Muitos dos processos industriais relativos a
obtencédo de produtos oriundos de babosa tém sido alvo de patentes, despertando
grande interesse por parte das industrias alimenticia e farmacéutica, conforme
demonstrado na Tabela 8.

Adicionalmente, atividades antiviral, antibacteriana, imunoestimulante e
redutora de reacdes induzidas por radiacdo sobre a pele (FEMENIA et al., 1999),
bem como a aceleragdo da cura de ferimentos tém sido relatadas para outra
manana, a Acemannan Hydrogel™, uma manana polidispersa acetilada, encontrada

no extrato do parénquima de reserva. (TURNER et al., 2004).
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Estudos in vitro indicam que a acemanana tem limitada atividade antiviral
contra herpes, sarampo e o virus da imunodeficiéncia humana, inibindo sua
replicacdo in vitro. Além disso, na forma injetavel, encontrou-se uma acao benéfica
em gatos infectados por FIV (Virus da Imunodeficiéncia Felina) (YATES et al., 1992),
porém os mecanismos envolvidos neste processo sdo desconhecidos até o presente
momento.

Tabela 8 — Patentes de produtos e processos industriais obtidos a partir de Aloe
barbadensis registrados na Europa entre 1984 e 2001

NUmero da Detentor Inventor Titulo Data
Patente

US4446131 Aloe vera of Maughan Controlled temperature process 1984
América INC Rex G (US) for manufacturing of improved
(US) stabilized Aloe vera
(Controle da temperatura no
processo para melhorar a
fabricagdo de Aloe vera
estabilizado)
US4735935 McAnalley Sterelization by y or microwave 1988
radiation  (Esterilizacdo por
radiagao y ou microondas)

US5356811 Coats Oxidation+membrane filtration 1994
(Oxidacdo+membrana de
filtrac&o)

CN1216232 Huang Huang Extraction of Aloe 1999

Xiaozhou Xiaozhou polysaccharide
(CN) (CN) (Extracdo do polissacarideo de
babosa)
CN1216232 Huang Huang Extraction of Aloe extract 1999
Xiaozhou Xiaozhou (Extracdo do extrato de
(CN) (CN) babosa)

EP1091970 Steba Beheer Cohen Method for preparing aloin by 2001
NV (NL) Avraham (IL) extraction

(Método para a preparacao de
aloina por extracao)

Fonte: www.sbrt.ibict.br. Servico Brasileiro de Respostas Técnicas (TECPAR- Instiuto de
Tecnologia do Parana, 2006; Waller et al., 2004)
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Dada a ampla diversidade de atividades biologicas (Tabela 9), sugere-se
gue um mecanismo comum possa envolver a ativacdo de macrofagos mediado pela
acemanana (ZHANG; TIZARD, 1996), porém essa molécula ndo é a Unica com a
habilidade de elicitar as atividades farmacologicas citadas. Uma variedade de
glicanas sdo capazes de exercer as atividades antiviral, antitumoral, ativadoras de
macrofagos, de células T, entre outras (MCANALLEY et al., 1990; KOLENDER et al.,
1995; SHAND et al., 1999). Schepetkin e Quinn (2006) apresentaram um modelo de
mecanismo pelo qual polissacarideos oriundos de plantas atuariam na via de
ativacdo de macrofagos.

Algumas das atividades imunoestimulantes da acemanana parecem ser
mediadas através da ativacdo de macrofagos, inclusive durante o processo de
cicatrizacdo, onde estes atuam como fagocitos e agentes debridantes produzindo
fatores que influenciam a angiogénese e o0 processo de reparacao dos ferimentos
(CHITHRA, 1998b). Lee et al. (2001) relatam que as acemananas estimularam o0s
macrofagos a produzir citocinas inflamatérias como IL-1, IL-2 e TNF-a e que a
acemanana em presenca de IFN-y, também levou ao aumento na producao de 6xido
nitrico (KARACA et al.,, 1995). A acemanana pode manifestar estas atividades
imunomodulatérias via ligacdo da manose com receptores presentes nos
macrofagos, producédo de oxido nitrico e estimulo das células T. Células dendriticas
sao importantes células acessorias para a ativacao de células T-virgens e a geracéo
de respostas em células T primarias. Em razdo de as células dendriticas possuirem
receptores de manose, as acemananas podem supostamente ligar-se a elas
resultando na atividade imunomodulatoria, através da ativacdo dos receptores de
manose., entretanto altas concentracdes de acemanana (200 a 2000ug/mL) séo

requeridas para provocar uma modesta ativacdo dos macrofagos (KARACA et al.,
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1995). A acemanana mostrou aumento na resposta linfocitaria a aloantigenos in
vitro, exibiu atividade adjuvante em vacinas contra virus e aumenta a taxa de
sobrevivéncia em animais virus-infectados (LEE et al., 2001).

Foi demonstrada a atividade anti-inflamatéria do extrato do parénquima de
reserva de babosa associada a atividade inibitéria das ciclooxigenases, com a
consequente inibicdo da sintese de prostaglandinas, um dos principais mediadores
do processo inflamatério (DAVIS et al., 1984).

Efeitos positivos do extrato aquoso de Aloe barbadensis tém sido relatados
durante o tratamento de lesdes em ratos diabéticos. Além disso, um potente
antioxidante foi isolado do extrato metandlico de Aloe barbadensis Miller, que
demonstrou atividade in vitro, semelhante a do a-tocoferol (CHITHRA et al., 1998;
SINGH et al., 2000).

Kar e colaboradores (2002), ao estudarem o efeito dos extratos de Bacopa
monnieri, Aegle marmelos Linné e Aloe barbadensis na eficacia da regulacdo da
funcdo da tiredide, concluiram que A. barbadensis diminuiu a concentracdo de
hormonios T3 e T4, em 25% e 13% respectivamente. Estes resultados indicam que
0 extrato desta planta € menos efetivo na redugdo da concentracdo destes
hormonios se comparada, por exemplo, & B. monnieri que apresentou reducdo de
62% da concentragdo de T3. Porém, os autores citam que o extrato de babosa
poderia ser utilizado no tratamento em casos de hipertiroidismo suave, por nao
haver apresentado efeito hepatotoxico.

Saks, Barkai-Golan (1995), estudaram a atividade anti-fungica do extrato do
parénquima de reserva de A. barbadensis nas concentraces de 1 — 10° uL.L™ sobre
quatro fungos de poés-colheita de frutos: Penicillum digitatum, Penicilum expansum,

Botrytis cinerea e Alternaria alternata. Foi constatado que o efeito inibitorio ocorria
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pela supressdo da germinacdo e do crescimento micelial. Estes autores também
demonstraram que o retardamento da colonizacdo da lesdo nos frutos de toranja in
vivo por Penicillum digitatum, dependia da concentracdo do extrato.

De forma similar, Rodriguez e colaboradores (2005) testaram o extrato do
parénquima de reserva e uma fracdo liquida do parénquima clorofiliano de A.
barbadensis contra fungos fitopatogénicos: Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum
e Colletotrichum coccodes, isolados de culturas de batata. Testando concentracfes
de 0 a 10° pL.L™ do extrato do parénquima de reserva, os autores concluiram que
houve eficicia na inibicdo do crescimento dos patdgenos testados. O extrato do
parénquima de reserva demonstrou maior atividade antifingica contra F. oxysporum
e a fragcdo liquida sobre todos os trés fitopatdgenos. Desta forma, ambos poderiam
ser uma alternativa natural para o controle de fungos em plantacbes comerciais, em

relacéo a aplicacdo de fungicidas quimicos.
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Tabela 9 — Compostos presentes em Aloe barbadensis Miller e suas atividades
biol6gicas (Adaptado de CHOI e CHUNG, 2003).

Classe
Antraquinonas

Composto

Aloe-emodina, emodina, aloina,

barbaloina, acido aloético, antranol
e isobarbaloina

Atividades biologicas
Purgativa, proliferacéo celular,
antitumoral, antiprotozodrio,
antibacteriana, antioxidante,
antifangica,genotoxicas,
mutagénicas.

Carboidratos

Celulose

Glucose

Manose
Aldopentose

Manana acetilada (acemanana)
Glucomanana
Glucomanana acetilada
Glucogalactomanana
Galactoglucoarabinomanana

Imunomodulatéria, antimicrobiana,
antitumoral, antiinflamatoria,
antiviral, antifingica, antioxidante,
hipoglicemiante, cicatrizante
munomoduladoria, antitumoral,
proliferacéo celular, cicatrizante
Imunomoduladoria, antitumoral
Imunomoduladoria, antitumoral

Vitaminas

Bl

B2

B6

C
[-caroteno

Colina

Acido folico
a-tocoferol

Antioxidante

Enzimas

Amilase
Carboxipeptidase
Catalase
Ciclooxidase
Lipase
Oxidase

Substancias de
baixo peso
molecular

Acido araquiddnico
Giberilina
Substancias tipo lectina
Lignina
Acido salicilico
Esterodides
Triglicérides
Acido drico
B-sitosterol
Aloesina

Antiinflamatério, pré-angiogénico
Aumento da proliferacdo celular,
inibicdo da sintese de melanina
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2.3 CARACTERISTICAS DOS PROCESSOS DE FORMACAO DE VASOS

SANGUINEOS.

A formacdo de vasos sanglineos envolve os mecanismos celulares de
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo. Entre o0s diversos processos de
vascularizacdo, vasculogénese e angiogénese apresentam entre si importantes
similaridades e diferencas (RISAU et al., 1988; RIBATTI et al., 2001)

A vasculogénese € um processo definido como o desenvolvimento de vasos
sangiineos a partir da diferenciacdo in situ de células mesodérmicas, progenitoras
de células endoteliais (angioblastos e hemangioblastos). Estas células precursoras
sao recrutadas de areas de mesoderma adjacentes ao embrido e/ou, originadas por
divisdo celular local, organizando ilhotas sangliineas e estabelecendo um plexo
vascular primordial (RUITER et al., 1992).

Durante a embriogénese inicial, a vascularizacdo se processa por
vasculogénese. Subsequentemente, através da angiogénese, a rede de vasos
primarios apresenta uma remodelagem, combinando eventos de morte e regressao
vascular com a ramificacdo de capilares a partir de vasos preexistentes, os quais
proliferam para viabilizar o crescimento do corpo (FOLKMAN, 1971). No embrido, os
dois processos de formacdo de vasos coexistem; por exemplo, o desenvolvimento
do coracdo e dos grandes vasos ocorre por vasculogénese, enquanto 0rgaos que
requerem invasao de vasos sangiineos para o desenvolvimento (cérebro, pulmbdes
e figado) séo supridos por angiogénese (RISAU et al., 1988).

Em uma visdo ortodoxa, considerava-se que a vasculogénese esta limitada
a embriogénese inicial, ndo ocorrendo no adulto, enquanto a angiogénese ocorre em

ambos os periodos. Entretanto, observacdes recentes indicam que essa distincao
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nao é absoluta, visto que ambos 0s processos requerem proliferacdo e migracao de
células endoteliais, bem como a reorganizacdo qualitativa e quantitativa
(remodelagem) dos vasos recém-formados (RIBATTI et al, 2001). Além disso,
evidenciando que a vasculogénese ndo estaria restrita a embriogénese, células
precursoras vasculares, podem em determinadas condi¢cdes, ser incorporados aos
vasos sanguineos, que se formam a partir da vascularizacdo pre-existente, em
adultos, tanto em patologias vasculares, como fisiologicamente (ZAMMARETTIA,
ZISCH, 2005).

Os eventos teciduais que se sobrepdem nos processos de vasculogénese e
angiogénese incluem a perda de adesdo das células vizinhas, protedlise da matriz
extracelular proximal, migracédo e proliferacdo celulares, formacéo do tubo vascular
(tubulogénese) e deposicdo da membrana basal (D’AMORE, THOMPSON, 1987,
TOBELEM, 1990; GUMBINER, 1996; KALLURI, 2003).

Segundo Risau et al. (1998), os processos de vasculogénese e
angiogénese sao regulados de maneira distinta, entretanto, de acordo com Rafii et
al. (2002) e Bergers e Benjamim (2003), fatores que estimulam a angiogénese, tais
como VEGFA (Vascular Endotheliar Growth Factor — A), PGF (Placental Growth
Factor) e ANG1 (Angiopoietin-1), sdo conhecidos também por estimular o processo
de vasculogénese, sendo que a formacdo de capilares a partir de vasos
preexistentes (angiogénese) é usualmente desprezivel apos ter sido alcancada a
estatura do adulto (FOLKMAN, 1971; FOLKMAN, SHING, 1992). Porém, ao longo da
vida esse processo continua desempenhando um papel fundamental em inimeros
processos fisioldgicos, por exemplo, no ciclo reprodutivo feminino e na cicatrizagao
(FOLKMAN et al., 1988; BERGERS, BENJAMIN, 2003). Além disso, a angiogénese

€ um processo estritamente regulado, que pode ser rapidamente estimulado ou
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inibido (HANAHAN, FOLKMAN, 1996). Nos ultimos anos, os mecanismos basicos
deste processo tém sido cada vez mais compreendidos e tém sido demonstrado que
ele é fortemente controlado pelo balango da sintese de numerosos fatores pré e anti-
angiogénicos (TUETTEMBERG et al., 2006).

A angiogénese €, na maioria das vezes, mediada pelo fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), que em condi¢des de hipoxia ou hiperdxia contribui para
a progressao de tumores, por exemplo. Baixo pH intratumoral, hipoglicemia, stress e
inflamacdo induzidos pelo aumento da massa tumoral, também promovem a
angiogénese (FAYETTE, 2005), sendo essencial para o crescimento de tumores
primarios e as metastases subsequentes (PANDYA et al.,, 2006). A lista de
reguladores inclui ainda as citocininas, hormdnios e fatores de crescimento,
componentes da matriz extracelular como a laminina e fibronectina e seus
receptores: integrinas alfa V, metaloproteinases da matriz e seus inibidores nos
tecidos, outras proteases (i.e., urokinases e ativadores de plasminogénio, uPA, tPA),

fibrina, células inflamatorias e pericitos (Tabela 10) (ZYGMUNT et al., 2003).



Tabela 10 — Promotores e inibidores da angiogénese, produtos comercializados ou que se encontram em fase de testes clinicos.

Promotores

Inibidores

Fatores angiostéaticos (terapéuticos) ou

inibidores em desenvolvimento

VEGF-A,B,C,D

Angiopoietina-1

B-Estradiol, estrogenos

aFGF, Bfgf

IL-8
Leptina
MCP-1, IGF

MMPs

NOS

PDGF-BB

TNF-a

Angiogenina

TGF a, B
HGF/scattered factor
EGF

PGF

G-CSF

Pleiotrofina

Angostatina

Anti-angiogéninco anti-trombina Ill

Constatina

Endostatina (fragmentos de colageno Xll and
XVIII)

Fragmentos de Fibronectina

Heparinases

INF-a, B, 7y, Vasostatina (fragmento de
calreticulina)

IL4,IL12, IL18

PAI-1

PEDF

Prolactina — fragmento 16 kDa

TSP-1

Retindides

Carotendides

Trompospondina

Troponina 1

Angiopoietina 2

PF 4

Talidomida
CM 101 (polissacarideo bacteriano de GBS)*
Fumagilina (de Aspergillus fumigatus)

TNP — 470 (derivado da fumagilina)*

RU-486*
Esteroides (?)

Neo vastat**

Angiozyme**
Endostatin**
Bevacizumab**
ZD6474*

SU 6668*

PTK 787/vatalanib**
BMS-275291*
COL-3*

WX-UK1, WK293*
Avastin**

ZD6474, SU6668, NM3*
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Proliferina
Enzimas - catepsina B, D, uroquinase,
metaloproteinases, COX-2, LOX 1, 2,

proteases, farnesiltransferase

* Produtos em fase de testes clinicos

** Nomes comerciais dos produtos

Suramina Gleevec**

2 — Metoxiestradiol Angiostatina

Dopamina

Fucoidanas, sarg (sargassanas) e outros
polissacarideos sulfatados.

Polissacarideos de parede Celular (de

fungos)

(CRISTOFANILLI et al., 2002; LOSSO, 2003; ZYGMUNT et al., 2003; COLLINSON, DONELLY, 2004; FAYETTE et al., 2005; DIAS, 2005;

DIAS, 2007)
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Muitas técnicas in vivo e in vitro tém sido desenvolvidas para o estudo das
respostas angiogénicas. Dentre os modelos de estudo in vivo, Byrd e Grabel (2004)
utilizaram a técnica de estudo em vasos axilares de zebra-fish e em saco vitelinico
de embrides e individuos adultos de camundongo. Zygmunt et al (2003) lista ainda
como métodos in vivo, a microcirurgia corneal e o0s ensaios de membrana

corioalant6ica em embrides de aves.

2.4 MODELOS DE ESTUDO DE VASCULARIZACAO E MORFOGENESE
EMBRIONARIA VOLTADOS A INVESTIGACAO DAS PROPRIEDADES

FARMACOLOGICAS DE A. barbadensis.

No ambito dos estudos de vascularizacdo, através dos ensaios de vesicula
vitelinica e de membrana corioalantéica, a utilizacdo de ovos de galinha fertilizados
traz algumas vantagens aos laboratorios. A rotina de incubacdo em estufas é
simples, econdmica e oferece a possibilidade de manipulacdo de um numero
racional de unidades amostrais (SCHOENWOLF, 1994).

A fisiologia, a genética e a embriologia da espécie Gallus domesticus estao
extensamente documentadas e apresentam significativa similaridade com o
correspondente no organismo humano. Além disso, cada embrido desenvolve-se em
um ambiente proprio, livre da influéncia materna ou placentaria, e o acesso aos
vasos sangiineos e ao embrido é facilitado, podendo os tratamentos ser realizados
precocemente, com menos de 20 h de incubacdo (MOURY, SCHOENWOLF, 1995).

O primeiro indicio da presenca de vasos sanglineos nos ovos de G.

domesticus € observado ap6s 24 h de incubacdo (EYAL-GILADI, 1991). Na area
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vasculosa localizada nas bordas do blastodermo (camada germinativa de
desenvolvimento do embrido) sdo evidenciadas as ilhotas sanglineas. Tais
estruturas consistem em agregados de células endoteliais que tém origem na
camada germinativa intermediaria do embrido — o mesoderma extra-embrionario.
Entre 26 e 29 h de desenvolvimento (estadio 8). As ilhotas sanglineas
anastomosam-se e adquirem uma luz vascular, formando o0s primeiros vasos
sanglineos (HAMBURGER, HAMILTON, 1951; AREY, 1974).

No periodo de 33 h de incubacdo, estabelece-se uma rede vascular,
limitada pelo vaso sino terminal. Esse plexo vascular, associado ao endoderma
subjacente, envolve parcialmente o vitelo do ovo, organizando a vesicula vitelinica
em anexo ao embrido. Nesse anexo embrionario, as artérias e veias
onfalomesentéricas, originadas no coracdo estabelecem uma circulacao vitelinica
(PATTEN, 1951; HOUILLON, 1972).

No periodo de 40 h de incubag¢ao os movimentos de dobramento do coracéo
e 0 processo de formacdo de novos vasos a partir das ilhotas sangiineas tém
sequéncia. As células localizadas internamente formam os hemocitoblastos, dos
quais derivam os tipos celulares das diferentes linhagens sanguineas (AREY, 1974,
SWEENEY, 1998).

No decorrer do terceiro dia de incubacao, verifica-se 0 surgimento de outro
componente da vascularizacdo extraembrionaria: os vasos alantdicos. O alantoide —
um diverticulo da parede ventral do intestino posterior — aumenta de volume a partir
do 4° dia de incubacéo, devido a deposicédo de produtos da excrecao, e interpde-se
entre dois anexos pré-existentes: 0 amnio e o corio. A associacdo do mesoderma
somatico dos dois anexos com o mesoderma angiogénico do alantéide resulta na

membrana corioalantdica. No 8° dia de incubacdo, a membrana corioalantdica
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consiste numa vesicula achatada, vascularizada, que recobre o embrido e o saco
vitelinico (HUETTNER, 1949; PATTEN, 1951).

Um crescente corpo de evidéncias vem sendo obtido e estabelece relacbes
funcionais entre principios moduladores da formacdo de vasos sanglineos e
indutores endégenos da forma do corpo do embrido (PRINCIVALLE, AGOSTINI,
2002; AYBAR, MAYOR, 2002).

No tecido vascular e em outros tipos de tecidos, moléculas de
proteoglicanas e outros componentes de matriz extracelular ligam-se a mudltiplas
espécies de fatores de crescimento, como também a morfégenos, a exemplo do
bFGF.(basic Fibroblasts Growth Factor). Este peptideo é um indutor de angiogénese
bem conhecido, que esta envolvido também na especificacdo dos limites do tubo
neural, durante a etapa final da inducdo da crista neural. Esta estrutura acompanha
0 crescimento embrionario ao longo dos dominios cefélico - caudal (DHOOT et al.,
2001). Além disso, um morfogeno referido como NOTCH, tem sido estudado devido
a sua habilidade de orientar a diferenciacdo de células endoteliais nas redes
vasculares (GRIDLEY, 2001).

No embrido de galinha, os primérdios da topografia e os diversos sistemas
estabelecem-se rapidamente (em menos de 96 h de incubacgéo), provendo ainda
uma base razoavel para estimativas de toxicidade e teratogenicidade (BUPP et
al.,1998) e estudos relacionados ao desenvolvimento vascular, particularmente nos

processos de vasculogénese e angiogénese.
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2.5 OBJETIVOS

2.5.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do extrato do parénquima de reserva, da fracéo
polissacaridica (FP) e da acemanana, obtidos de A. barbadensis sobre a formacéao

de vasos sanguineos em embrides de Gallus domesticus

2.5.2 OBJETIVO ESPECIFICO:

- Determinar a atividade do extrato do parénquima de reserva, da fracao
polissacaridica (FP) e da acemanana isolada da FP no processo de vasculogénese

na vesicula vitelinica, dos embrides no periodo de 2 a 4 dias.

- Determinar a atividade do extrato do parénquima de reserva, da fracao
polissacaridica (FP) e da acemanana isolada da FP no processo de angiogénese

da membrana corioalantéica, dos embriées no periodo de 6 a 8 dias.

- Avaliar os efeitos da administracdo do extrato do parénquima de reserva, da fracao
polissacaridica (FP) e da acemanana sobre o crescimento (comprimento total) e a
morfogénese com base na propor¢cdo do comprimento da cabeca em relacdo ao

comprimento total, dos embrides, nas idades de 2 a 4 dias.



121

2.6 MATERIAL E METODOS

2.6.1 MODELO BIOLOGICO - EMBRIOES DE Gallus domesticus - Linnaeus,

1758

Ovos de galinha da linhagem Ross, de tamanho padrdo médio
(aproximadamente 55g), fertilizados e livres de patdgenos especificos, foram
fornecidos pela indUstria do setor aviario de corte (Macedo Koerich®; SC, Brasil), em
um periodo de até 12h apos a postura. No laboratério, esse material foi estocado (19
- 20°C), por 48h, até o inicio da incubacéo.

Os experimentos descritos a seguir enfocaram 0s processos de
vasculogénese a angiogénese de embrides de Gallus domesticus e foram realizados
de acordo com os procedimentos descritos em protocolo PP00069/2006 aprovado

pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC, Floriandpolis, SC).

2.6.2 VASCULOGENESE EM VESICULA VITELINICA

Ovos de galinha foram preliminarmente mantidos em estufa incubadora
(Gera-Petersime) equipada com ventilacdo for¢cada, controle digitalizado de umidade
(33%) e temperatura (37,5°C), por um periodo de 48h.

ApoOs 48h de incubacéo, os ovos foram removidos da incubadora e uma janela
(10mm de diametro) foi aberta na casca, posicdo que se encontra o embrido.
Embribes ndo-viaveis foram descartados.

Os tratamentos in ovo (n = 8) foram realizados por meio de suportes de

metilcelulose em forma de disco (2mm de diametro, 1 disco/embrido), implantados
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sobre ilhotas sanglineas da membrana vasculosa da vesicula vitelinica préximas ao
embrido, na idade de 2 dias.

Amostras de extrato do parénquima de reserva, da FP e da acemanana foram
adsorvidas em metilcelulose, considerando-se os valores de concentracédo de 10, 30
e 90 ng/ovo. Uma solucdo-mée para cada composto em estudo foi preparada
(concentracgéao final = 0,45% (P/V) foi seca ao ar em camara de fluxo laminar, sobre
superficie de Teflon®. Como controle foram utilizados discos de metilcelulose
contendo apenas agua destilada e deionizada (veiculo) e discos de metilcelulose
contendo heparina 50 Ul (Unidades Internacionais).

ApoOs os tratamentos, as aberturas nas cascas foram fechadas com filme de
celofane preto e o0s ovos retornaram a incubadora, para continuarem o
desenvolvimento por mais 48h, até a idade embrionaria de 4 dias. A zona
circunvizinha ao disco de metilcelulose foi analisada quanto ao nimero de vasos
sanguineos com auxilio de um microscopio estereoscopico (Olympus modelo SZ40),
com aumento de 3,5 vezes. A gquantificacdo dos vasos sanguineos da vesicula
vitelinica que interceptavam o limite do disco de metilcelulose foi expressa em

percentagem em relacdo ao numero de vasos do controle (agua) .

2.6.3 ANGIOGENESE EM MEMBRANA CORIOALANTOICA

Para a avaliacdo do processo de angiogénese, foi realizado o ensaio in vivo
da membrana corialantdica, de acordo com 0os mesmos procedimentos previamente
descritos para a vasculogénese.

A fim de evitar a aderéncia dos embrides nas membranas ovulares, apds as

48h iniciais de incubacéo, fez-se uma abertura (10mm &) na casca dos ovos, em
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posicdo imediatamente acima do embrido. Embrides nao-viaveis foram descartados.
Estas aberturas na casca foram ocluidas com filme de celofane preto e os ovos
foram re-incubados até o 6° dia (total de 144 h de incubac&o no periodo preliminar
aos tratamentos). ApoOs esse periodo, as coberturas de celofane removidas, sendo
os tratamentos in ovo (n = 8) foram realizados por meio de suportes de metilcelulose
em forma de disco (2mm de diametro, 1 disco/embrido), implantados sobre os vasos
sanguineos, no terco externo da membrana corioalantdica. Para aplicacdo dos
tratamentos, os compostos em estudo foram dissolvidos na solugcéo de metilcelulose
e volumes de 5 pL foram secos em fluxo laminar sobre superficie de Teflon®,
obtendo-se com a polimerizagdo um filme em forma de disco.

Imediatamente apds os tratamentos, as aberturas na casca foram fechadas
com filme de celofane preto e o0s ovos, re-incubados (37,5°C/48 h).
Subsequentemente, 0os ovos foram retirados da estufa e a regido contigua ao disco
de metilcelulose foi examinada, com o auxilio de um microscépio estereoscépico a
fim de observar os vasos. A inibicdo da angiogénese foi determinada considerando-
se a reducdo do numero de vasos que interceptavam o disco de metilcelulose
(aspecto de uma zona avascular), sendo 0s valores expressos em percentagem em
relacdo a 100%, representados pelo numero vasos do controle (discos de

metilcelulose e agua).

2.6.4. MEDIDAS DA MORFOGENESE EMBRIONARIA NA VASCULOGENESE

A morfogénese embrionaria foi expressa como a percentagem de
comprimento cefalico e determinada através de medidas de comprimento corporal
nos segmentos definidos como eixos entre as flexuras cefélica-cervical-caudal. Os

eixos de comprimento entre as flexuras cefalica-cervical (CCV) e as flexuras
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cervical-caudal (CVC), juntamente com a somatéria destes dois segmentos
embrionarios (CCC), foram relacionadas por meio da percentagem de comprimento
cefalico (CCV/ICCC), i.e., o comprimento da regidao cefalica em relacdo ao
comprimento total do embrido, calculada através da seguinte expressao:
CCV/CCC=[CCV+(CCV+CVC)]X100.

Quando a percentagem do comprimento cefalico (CCV/CCC) nos grupos
tratados resultou significativamente (P<0,05) maior, ou menor que o valor
correspondente ao controle, verificou-se que a taxa de crescimento no segmento da
cabeca foi alterada e isto foi considerado no presente estudo, um indicativo de

modificacdo no padrao de morfogénese embrionaria.

2.6.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Todos os resultados foram expressos como média e erro padrao da média e
comparados através da analise de variancia (ANOVA). Foi realizada a analise dos
desvios, utilizando-se o teste “post hoc” de Tukey, sendo que valores de P<0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Foi utilizado o programa

STATISTICA 6.0, e para confec¢ao dos graficos, o programa PRISMA GRAPH 3.
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2.7 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.7.1 TRATAMENTOS REALIZADOS NA VESICULA VITELINICA.

As avaliagcbes foram efetuadas a partir da quantificacdo dos vasos
sangiineos da vesicula vitelinica que interceptaram os suportes de metilcelulose e
da biometria dos embribes com base no comprimento cefalico, correspondente ao
eixo mesencefélico-cervical (CCV), em relacdo ao comprimento total relativo aos
eixos mesencéfalo-cervical-caudal (CCC), expresso em percentagem, ao final do 4°
dia de incubacéao.

A avaliacdo dos efeitos dos tratamentos com o extrato do parénquima de
reserva sdo mostrados na Figura 43. A andlise do niumero de vasos mostrou que
nao houve diferenca significativa (p<0,05) nos tratamentos com as concentracdes de
10 e 30 ng, em relacdo ao grupo controle, contudo, foi detectado um efeito anti-
vasculogénico de cerca de 23% de inibicdo da formacao de vasos, na concentracéo
de 90 ug (Figura 43 A) enquanto a heparina mostrou uma diminui¢do do nimero de
vasos de 77% em relagcdo ao controle.

A avaliacdo da biometria mostra que nenhum dos tratamentos apresentou
diferencas significativas na percentagem de comprimento cefélico, o que implica
dizer que ndo houve modificagdes na morfogénese embrionaria (Figura 43 B).
Somente os embrides tratados com a heparina apresentaram modificacdo na
morfogénese evidenciada por um aumento do comprimento cefalico em relacéo ao
controle. A relacdo entre a percentagem do comprimento cefalico e o comprimento
total foi causada pela mudanca no comprimento cefalico-caudal. Observou-se que

as concentragbes de 10 e 30 ug modificaram o padrdo de crescimento, sendo que
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os valores de comprimento total apresentaram-se superiores ao verificado no grupo
controle. Diferentemente do ocorrido com o numero de vasos, a concentracao de 90
ug (Figura 43 C) néo interferiu no padrédo de crescimento em relacdo ao controle.
Os embrides tratados com heparina apresentaram redugdo no comprimento total

em relagao ao controle.
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Figura 43 — (A) Percentagem de vasos observados na vesicula vitelinica nos tratamentos
com 10, 30 e 90 ug do extrato do parénquima de reserva e da heparina (HP,
controle positivo), em comparacdo ao controle (dgua destilada). (B)
Percentagem de comprimento cefalico (medida do eixo mesencéfalo-cervical).
(C) Comprimento total. Cada barra vertical representa a média + EPM de 8
embrides e os asteriscos denotam diferenca estatisticamente significativa ao
nivel de p<0,05 em relacdo ao controle (ANOVA, seguida do teste de Tukey).

Os tratamentos com a Fracdo Polissacaridica (FP) (Figura 44)

apresentaram uma inibicdo da formacdo de vasos sanguineos, de um modo
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dependente da dose, nas trés concentracdes testadas em relacéo ao grupo controle,
assim como a heparina, 0 que para as concentracdes testadas evidencia um efeito
anti-vasculogénico (Figura 44).

As vesiculas Vvitelinicas tratadas com a concentracdo de 90 ug
apresentaram o0 maior efeito inibitério quando comparado ao grupo controle

(aproximadamente 50% de reducdo do numero de vasos capilares).
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Figura 44 — (A) Percentagem de vasos observados na vesicula vitelinica nos tratamentos
com 10, 30 e 90 ug da FP e da com heparina (HP, controle positivo), em
comparacdo ao controle (agua destilada). (B) Percentagem de comprimento
cefélico (medida do eixo mesencéfalo-cervical). (C) Comprimento total. Cada
barra vertical representa a média + EPM de 8 embrides e o0s asteriscos
denotam diferenca estatisticamente significativa ao nivel de p<0,05 em relacao
ao controle (ANOVA, seguida do teste de Tukey).
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A avaliacdo das medidas de comprimento, mostraram que os tratamentos
com a FP também né&o alteraram o crescimento embrionario, quando comparados
com o controle, como ocorreu no tratamento com a heparina, em que o comprimento
total foi inferior aos demais. Da mesma forma, a morfogénese, com base nha
percentagem de comprimento cefalico, também néo foi afetada, exceto nos
embrides tratados com heparina. Desta forma, podemos inferir que o efeito da FP
da-se somente sobre a formacdo dos vasos sanglineos, nao afetando
negativamente o desenvolvimento embrionario.

A acemanana (Figura 45), ndo exerceu efeito sobre a vasculogénese na
concentracdo de 10 pg, quando comparada com o0 grupo controle. Entretanto, as
concentracoes de 30 e 90 g, inibiram a formacao de vasos capilares em cerca de
48% e 69%, respectivamente, 0s quais apresentaram o0 menor numero de vasos
dentre todas as substancias testadas (Figura 45 A).

Da mesma forma que o verificado nos ensaios com a FP, os embrides
submetidos ao tratamento com acemanana ndo apresentaram mudanc¢as no padréo
do comprimento total nem na morfogénese embrionaria. Entretanto, na avaliacdo da
percentagem do comprimento cefalico, apenas os embrides tratados com heparina
mostraram alteracdo nesta caracteristica.

Os resultados do presente estudo mostraram que quando as amostras de
extrato do parénquima de reserva, da FP e da acemanana foram administradas,
estes tratamentos promoveram um importante efeito anti-vasculogénico na vesicula
vitelinica, evidenciado pela diminuicdo do niumero de vasos.

Como hipéteses para o0s possiveis alvos da acdo anti-vasculogénica
desencadeada pelas substancias estudadas, principalmente da FP e da acemanana,

esta acdo poderia ser atribuida a modulacdo de moléculas reguladoras, como o
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bFGF e o VEGF, que sdo sabidamente mitdgenos altamente especificos para
células endoteliais (DRAKE et al., 2000; ZYGMUNT et al.,, 2003). Estudos
demonstram que os receptores de VEGF séo capazes de ativar eventos de
sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo celular, sendo que, somente o0s receptores
VEGFR-2 e 3 sdo capazes de transduzirem sinais para a formacéo de tubulos de
vasos (tubulogénese), a diferenciacdo de vasos sanguineos (artérias e veias) e de
células endoteliais linfaticas (SHIBUYA, 2006).

Além do VEGF, outras moléculas como as angiopoietinas Ang-1 e Ang-2,
também atuam diretamente no processo de vasculogénese, sendo que elas estédo
envolvidas no processo de estabilizacdo e remodelagem da rede vascular primaria
(ZYGMUNT et al.,2003).

Esses fatores de crescimento sdo também, responsaveis pela regulacédo da
concentracdo de macrofagos (SPRINGER et al., 1998).

Segundo Zygmunt (2003), os receptores de VEGF apresentam diferencas
na sua taxa de expressdo, dependendo das condicbes do endotélio vascular. Por
exemplo, o VEGFR-2 tem sua expressao aumentada em tumores e outras condicdes
patolégicas e o VEGFR-1 atua como um regulador negativo das acdes do VEGF no
endotélio  vascular, competindo antagonisticamente pelo seu ligante
(YANCOPOULOS et al., 1998; ZYGMUNT, 2003; SHIBUYA, 2006). Springer et al.
(1998), estudando eventos vasculogénicos em tecido muscular de individuos
adultos, concluiram que o VEGF pode induzir a vasculogénese, de um modo dose-

dependente.
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Figura 45 — (A) Percentagem de vasos observados na vesicula vitelinica nos tratamentos
com 10, 30 e 90 ng da acemanana e da heparina (HP, controle positivo), em
comparacgdo ao controle (dgua destilada). (B) Percentagem de comprimento
cefalico (medida do eixo mesencéfalo-cervical). (C) Comprimento total. Cada
barra vertical representa a média + EPM de 8 embribes e os asteriscos
denotam diferenca estatisticamente significativa ao nivel de p<0,05 em relacao
ao controle (ANOVA, seguida do teste de Tukey).

E possivel sugerir que as substancias polissacaridicas derivadas da babosa,

possam atuar inibindo a vasculogénese em razdo do bloqueio da expressao do

VEGF ou pelo aumento da expressao do VEGFR-1. Uma possibilidade, neste caso,

€ de que os polissacarideos em estudo teriam a capacidade de se ligarem a sitios

de receptores especificos nas membranas celulares de macrofagos, por exemplo.

Além disso, de acordo com Schepetkin, Quinn (2006), polissacarideos isolados de

espécies vegetais podem se ligar a diferentes receptores, como o TLR4, CD14,

CRS3, dectina 1 e receptores de manose, a partir do que, ativariam cascatas de



131

sinalizacao intracelular que resultam na producdo de moléculas como as citocinas
pro-inflamatoérias, modulando a acéo de fatores de crescimento endotelial.

De fato, diversos polissacarideos possuem a capacidade de desencadear
respostas anti-vasculogénicas. Sarg, um polissacarideo isolado da alga marinha da
espécie Sargassum stenophilum, mostrou efeitos inibitdrios na ordem de 26 a 100%
sobre a vascularizacdo de anexos embrionarios de G. domesticus. Além disso, esse
polissacarideo foi capaz de reverter os efeitos pré-vasculogénicos e pro-
angiogénicos do bFGF (DIAS, 2005; DIAS, 2007). No entanto, outros
polissacarideos, podem ativar respostas pro-vasculogénicas, a exemplo de B-D-
glucanas isoladas do fungo da espécie Agaricus brasiliensis, as quais mostraram um
aumento de vasos da ordem de 30% em vesiculas vitelinicas de embrides de
galinha (CAMELINI et al, 2006).

Um estudo sobre as atividades farmacoldgicas da acemanana utilizando
macréfagos da linhagem RAW 264.7, mostrou um aumento na producao de citocinas
como o0 IL-6 e TNF-a, de forma dose-dependente, sem contudo, modificar a
morfologia celular (ZHANG; TIZARD, 1996). Essa mesma linhagem celular foi
exposta ao tratamento com acemanana por Ramamoorthy et al. (1996), que
observaram que o polissacarideo, em presenca do IFN-y promoveu a ativacdo dos
macréfagos, sendo esta acdo evidenciada pelo aumento na expressdo do mRNA
que codifica a forma induzida da enzima oOxido nitrico sintase (iNOS), com
conseqguiente aumento dos niveis de oOxido nitrico (NO) intracelular. O NO é o
principal mediador citotéxico de células imuno-efetoras e constitui importante
molécula reguladora do sistema imune. Exerce um papel como
mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos essenciais. Por outro lado

o NO é potencialmente toxico. A toxicidade se faz presente, particularmente, em
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situacBes de estresse oxidativo, geracdo de intermediarios do oxigénio e deficiéncia
do sistema antioxidante (DUSSE et al., 2003).

Ainda, quando expostos a acemanana, 0s macrofagos apresentaram-se
apoptaticos, sugerindo que a esse polissacarideo possa atuar como um agente proé-
apoptético cujo mecanismo envolveria a inibicho da molécula bcl-2
(RAMAMOORTHY, TIZARD, 1998).

Drake et al. (2000), em um estudo comparativo sobre 0s genes que
codificam para o VEGF entre embrides de aves e camundongos, demonstraram que
a regulacdo da vasculogénese € um processo altamente conservado entre essas
duas espécies de animais, 0 que nos permite uma extrapolacdo para diferentes

espécies.
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Figura 46 — Sequéncia de microfotografias onde s&o observados os efeitos da
administracdo do extrato do parénquima de reserva sobre a vascularizacédo
da vesicula vitelinica de embribes de G. domesticus no 6° dia de
desenvolvimento. Em (A) tratamento controle, (B) tratamento com heparina
50 Ul, (C) tratamento com 30 ug do extrato e (D) tratamento com 90 ug do
extrato. A seta em (A) indica vestigios do disco de metilcelulose e agua
destilada e a seta em (C) indica um capilar sangliineo em processo de
remodelagem. Barra =1 mm
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Figura 47 - Sequéncia de microfotografias onde s&o observados os efeitos da
administracdo da FP sobre a vascularizagdo da vesicula vitelinica de
embrides de G. domesticus no 6° dia de desenvolvimento. Em (A)
tratamento controle, (B) tratamento com heparina 50 Ul, (C) tratamento
com 30 pg da FP e (D) tratamento com 90 pg da FP. A seta em (A) indica
vestigios do disco de metilcelulose e agua destilada. Barra=1 mm
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Figura 48 - Sequéncia de microfotografias onde sdo observados os efeitos da
administracdo da acemanana sobre a vascularizagdo da vesicula vitelinica
de embrides de G. domesticus no 6° dia de desenvolvimento. Em (A)
tratamento controle, (B) tratamento com heparina 50 Ul, (C) tratamento com
30 ug da acemanana e (D) tratamento com 90 pug da acemanana. As setas
indicam vestigios do disco de metilcelulose. Barra =1 mm
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2.7.2 TRATAMENTOS REALIZADOS NA MEMBRANA CORIOALANTOICA.

O desenvolvimento de vasos sangulineos a partir de vasos pré-existentes
(angiogénese) foi avaliado por meio do ensaio da membrana corioalantdica. Os
resultados quanto ao efeito das substancias em estudo sobre a angiogénese estao

reunidos na figura 49.
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Figura 49 — Percentagem de vasos nos limites do disco implantados na membrana
corioalantéica nos tratamentos com as concentragdes de 10 ug, 30 ug e 90
ug do extrato do parénquima de reserva (A), da fragao polissacaridica
(FP) (B) e com a acemanana (C), em relacdo ao controle (agua
destilada). 50 U.l. de heparina (HP), foi utilizada como controle
positivo. Cada barra vertical representa a média + EPM de 8 embrides e os
asteriscos denotam diferenga estatisticamente significativa ao nivel de
p<0,05 em relagdo ao controle (agua destilada) (ANOVA, seguida do teste
de Tukey).
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Como mostra a figura 49, em todos os tratamentos houve uma reducao
estatisticamente significativa e de modo dose-dependente, do numero de vasos
evidenciando o efeito anti-angiogénico das substancias em estudo.

Nos tratamentos com o extrato do parénquima de reserva o numero médio
de vasos na concentracao de 10 ug foi de 66 vasos, na concentragédo de 30 ug, 51 e
na concentracdo de 90 pg, 31 vasos, o que implica em uma inibigdo daquele
processo da ordem de 73% em relagao ao controle.

A FP inibiu de modo mais efetivo a proliferacdo de vasos capilares se
comparado com o extrato do parénquima de reserva, principalmente nas
concentragdes de 30 ug e de 90 ug, onde o numero de capilares no limite do disco
foi de 30 e 19 vasos, respectivamente. O tratamento com a concentragdo de 90 ug
foi a que provocou a maior inibicdo da angiogénese, com um percentual de 84% de
redugao no processo em relagao ao controle (117 vasos).

A heparina (controle positivo) causou 85% de inibicdo de capilares na
membrana corioalantdica, em relagcdo ao controle (agua destilada). Este valor é
idéntico ao observado para a concentragao de 90 ug da FP (84%), o que demonstra
a efetividade desta fragao.

A angiogénese exerce papel relevante nos processos fisiologicos a exemplo
do ciclo reprodutivo feminino, reparagao tecidual além do préprio desenvolvimento
fetal (RIBATTI et al., 2001;PANDYA et al.,, 2006). Existe uma oposigao entre a
atividade dos pro-angiogénicos e anti-angiogénicos. O equilibrio entre estes dois
tipos de fatores, ou a predominéancia de atividade pré-angiogénica, estdo presentes
em processos patoldgicos, tais como a psoriase, artrite reumatdide e alguns tipos de
tumores (CARMELIET, 2003; FAYETTE et al., 2005). Os VEGFRs além de estarem

diretamente envolvidos nesses processos fisiopatoldgicos, também estéo
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relacionados aos processos de formacdo de ascites, metastases, doencas
inflamatdrias como hipertireoidismo e aterosclerose (SHIBUYA et al., 2006).

Entretanto, os mecanismos envolvidos na regulagdo da angiogénese ainda
nao sao suficientemente entendidos. Algumas substancias foram utilizadas como
modelo para elucidar alguns destes mecanismos, a exemplo dos polifendis
encontrados em vinhos tintos, chas e outros produtos (OAK et al., 2005; HUANG,
ZHENG, 2006). Esses autores descreveram um mecanismo pelo qual os polifendis
seriam capazes de inibir muitos eventos-chave no processo angiogénico, como a
proliferacdo e a migracao de células do endotélio vascular liso e a expressao de dois
principais fatores pro-angiogénicos, como o VEGF e a metaloproteinase de matriz-2
(Figura 50).

Fatores de crescimento como o PDGF g estimulam fortemente a expresssao
do VEGF pela formagao intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs). A
formacado de EROS pela NADPH oxidase, media a ativagao da via das MAP quinase
p38 redox-sensivel, que por sua vez ativa o fator induzido por hipéxia-a (HIF-a), uma
molécula chave na regulagao da expressao do VEGF. Os polifendis podem inibir o
efeito estimulatério do PDGFag por prevenir a formacgao intracelular de EROs, o que
impede que a MAP quinase p38 redox-sensivel seja fosforilada e ative o fator
induzido por hipéxia-a (HIF-a) (OAK et al., 2005; HUANG; ZHENG, 2006).

Schepetkin e Quinn (2006), propuseram outros modelos de mecanismo,
pelos quais polissacarideos oriundos de plantas, dentre esses as polimananas de
babosa, atuariam na via de ativagado de macréfagos (Figura 51).

A acemanana possui a capacidade de estimular macréfagos através de sua
ligacao a receptores especificos na membrana sendo que esta ligacao resulta nao

somente em atividade fagocitica (ZHANG; TIZARD, 1996). Utilizando mananas de
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outra espécie de babosa, a Aloe saponaria, Sampedro et al. (2004), observaram que
as mananas apresentam efeito inibitério da proliferagdo, com especificidade de

células tumorais.

(©)Polifencsis O e Polifenéis (-)

Formacg&o de Novos
Vasos Sangliineos

Célula Muscular Lisa Vascular

Figura 50 — Modelo de mecanismo de ac¢édo da inibicdo da formacdo de novos vasos
sanglineos pela agao de polifendis nas células da musculatura lisa vascular.
IDF — lodeto de Difenila, NAC — N-Acetilcisteina, Vit C — Vitamina C (OAK et
al., 2005).

A ativacdo de macrofagos por polissacarideos derivados de plantas dar-se-
ia através do reconhecimento desses carboidratos por receptores especificos, que
possuem a capacidade de reconhecer padrbes moleculares e ligantes estranhos ao
organismo, durante a fase inicial da imunomodulagdo. Os polissacarideos e/ou
glicoproteinas oriundos de plantas poderiam se ligar aos macrofagos através de

receptores tipo-Toll-4 (TLR4), CD14, receptor complemento 3 (CR3, também
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conhecido como CD11b/CD18, Mc-1 ou Integrina-amp2), receptores captadores (SR),

dectina-1 e os proprios receptores de manose (MR) (Figura 51).

Polissacarideo fixador de Polissacarideo nativo
complemento

Mananas

¢ '--':a-.,_iReagées Oxidativas
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Figura 51 — Modelo esquematico da via de sinalizacdo envolvendo a ativagdo de
macrofagos por polissacarideos de plantas. A partir da ativagdo dos
receptores de membrana dos macrofagos, desencadeia-se a transducgao
deste sinal estimulatorio para o interior da célula, levando a reagdes sintese
dos fatores de transcricdo (SCHEPETKIN, QUINN, 2006).

A ativacao desses receptores desencadearia uma cascata de sinalizacao
intracelular, resultando na ativacdo da transcricdo de citocininas pré-inflamatérias
como a IL-1, IL-6, IL12 e TNF-a e da iNOS, por exemplo. Outro mecanismo inibitorio
seria pela via dependente da endocitose, a partir da qual polissacarideos de alto

peso molecular, como os encontrados na babosa, seriam endocitados apds se
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ligarem a receptores na superficie celular e ndo seriam digeridos totalmente pelas
enzimas lisossomais. Desta forma, os oligossacarideos resultantes serviriam como
um sinal dependente do receptor, adicional, contribuindo para a ativacdo dos
macrofagos (SCHEPETKIN e QUINN, 2006).

No caso de células tumorais, estudos vém demonstrando que muitos
desses tipos celulares tém se tornado resistentes a farmacos antiagiogénicos,
possivelmente por mutagdes genéticas e associados a prépria instabilidade das
células tumorais (PANDYA et al., 2006). Diante desse quadro, tém-se recorrido a
novas substancias que possam apresentar uma efetiva inibicdo da angiogénese.

Moon et al. (1999) avaliou o efeito do extrato do parénquima de reserva de
A. barbadensis e também de sub-fracbes sobre a membrana corioalantéica e
concluiram que estas substancias apresentavam propriedades pré-angiogénicas,
que foram atribuidas ao B-sitosterol, principalmente. No entanto, ndo foram feitos
comentarios acerca da fragdo polissacaridica. Em um trabalho anterior, grupos de
fito-esterdis foram responsaveis pela pronunciada atividade anti-inflamatéria
encontrada naquela espécie vegetal (VAZQUEZ et al., 1996).

Dessa forma, os polissacarideos de A. barbadensis podem ser
considerados como uma opgéao voltada a uma nova estratégia terapéutica, uma vez
que apresentam uma atividade antiangiogénica pronunciada. No entanto, s&o
necessarios estudos complementares mais aprofundados utilizando a biomassa
dessa planta para obter a caracterizagdo da atividade vasculogénica e angiogénica,
0 que remete a avaliacdo dos possiveis mecanismos de acao, no sentido de
compreender melhor o papel dos polissacarideos de babosa nos processos

relacionados a formagao de vasos sanguineos.
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Em suma, podemos considerar que os resultados mostrados pelos ensaios
de vasculogénese e angiogénese revelaram que a concentragao de 90 ug foi a mais
efetiva na formacao dos vasos sagliineos para todas as substancias testadas e que
estas nao afetaram negativamente o desenvolvimento embrionario, o que constitui
uma vantagem adicional para um possivel candidato a producédo de um
medicamento. Os mecanismos responsaveis por essas atividades ainda nio estao
esclarecidos, entretanto, trés principais alvos podem ser definidos, com fins de futura
elucidacao: (1) a ligagao entre receptores de membrana i.e. receptores de manose,
0 que desencadeia uma série de respostas intracelulares, como a liberacdo de
citocinas inflamatdrias a exemplo de TNF-a e IFN-y ou (2) a inibigdo da sintese de
fatores de crescimento como o VEGF ou seus receptores e (3) o mecanismo de
endocitose do polissacarideo, sua interacdo com receptores de membrana
intracelulares (pos fagocitose quando se tratar de células fagociticas), agindo de

forma semelhante a interagdo com receptores de manose.
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2.8 CONCLUSOES

Todas as substéncias testadas quanto ao efeito vasculogénico mostraram-
se eficazes na diminuicdo do numero de vasos no ensaio da vesicula vitelinica,
sendo que o efeito mais potente correspondeu a FP 90 ug e a acemanana 90 ug.

Apesar dos efeitos inibitérios sobre os vasos sanglineos, ndo foi observado
alteracao na morfogénese embrionaria dos grupos tratados, indicando a auséncia de
toxicidade relacionada aos tratamentos.

Os embrides tratados com o extrato do parénquima de reserva, no ensaio
da vesicula vitelinica, apresentaram alteragdo no comprimento total, indicando uma
possivel sinergia entre os polissacarideos e outras substancias presentes no extrato.

Tanto o extrato do parénquima de reserva como a fracdo polissacaridica
parecem ter provocado uma desestabilizagcdo da rede vascular, mostrando que as
substancias estudadas interferem significativamente no processo de formagao dos
vasos.

Nos ensaios relativos a angiogénese todas as substancias testadas
apresentaram atividade inibitéria pronunciada, sendo que a mais ativa foi a FP na
concentragcao de 90ug.

Devem ser realizados estudos voltados a elucidagdo dos mecanismos de
acgao relacionados as respostas de inibicdo sobre a vasculogénese e a angiogénese,

observados no presente estudo.
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Abstract

Aloe vera has been used worldwide both for pharmaceutical, food, and cosmetic industries due to the plethora of biological
activities of some of its metabolites. A study case is reported focusing on the development of a cloning protocol of A. vera
to provide propagation material with superior quality to the private sector in southern Brazil, i.e., A. vera juice industry.
Such biotechnological approach afforded ca. 4,300 plantlets from 20 explants, over a 6-month period, overcoming the
drawback of the lack of propagation material. Typically, the results have led to the increase of the cultured area and juice
production of that species coming true the goal of the partnership between the public and private sectors herein involved.
The transference of the resulting technology was successfully performed to the company and a patent covering the
biotechnological process has been recently requested to official organisms on behalf of the partners.
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Biotechnological process innovation, Aloe vera, technology transference, university-private sector cooperation.
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Introduction

Historical evidences point to Africa as origin
center of Aloe vera Muller, a species already cultured by
Egyptian and Mediterranean people thousands of years B.C.
Phytochemical studies have shown the presence of several
bioactive compounds originated from Aloe vera’s primary
and secondary metabolism pathways, which have been
widely used in formulations (gels and juices, e.g.) in
commercial scale all over the world. As example of those
compounds is worth mentioning enzymes (lipases,
bradykinases and proteases), mono e polysaccharides
(glucomannans), amino acids, vitamins (A, B12, C and D),
anthraquinones (aloine and emodine), saponins, salicilic
acid, lignin and steroids (lupeol, campesterol, and
sitosterol). A number of biological activities have been
claimed to those substances, such as antiseptic [saponins
and anthraquinones], anti-tumoral [mucopolysaccharides],
anti-inflammatory [steroids and salicilic acid], antioxidant
[vitamins], and immune-regulator [glucomannans] effects
(Weiner & Weiner, 1994). Due to the wide spectrum of
application in human health, the products containing A.
vera’s compounds have showed a strong demand in both
national and international markets. Accordingly, an
increasing search for A. vera biomass of high quality can be
envisages in local markets. However, since the biomass
availability in Brazil is restricted, the expansion of this
activity finds its “bottleneck”. In order to overcome this
constraint, high yields should be a goal to be pursued in
conventional cultures systems of Aloe vera, as well as the
enlargement of the cultivated area. For that, a basic
question should be addressed, i.e., the utilization of
propagation material of high genetic and sanitary quality
and its commercial availability.

Aloe vera is usually propagated through lateral
shoots which the donor-plant produces mostly over the
growth season. The number of lateral shoots/donor plant is
low and also variable over time, becoming difficult to plan
in a rational basis a production system in commercial scale
for obtainment of plant propagation material. In general, 3
to 4 lateral shoots/donor plant/year are found in
conventional production systems, what is a time-consuming
and tedious task, as well as an obviously meaningful
drawback for purpose of large scale production of plant
propagation material. In fact, this can be more easily
visualized as one aims at obtaining propagation material to,
for instance, 1 hectare, having a plant density of 12,000 to
16,000 plants/ha, as usually found in commercial
production systems. Additionally, a higher incidence of
diseases is expected to happen due to lesions caused to
donor-plant after withdrawing of the lateral shoots.
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This picture points to a significant constraint
concerning the availability of propagation material from A.
vera with superior genetic and sanity qualities, so that the
enlargement of the cultured area is a difficult task.
Accordingly, the production of cosmetics, foods and
pharmaceuticals containing A. vera has experienced a slow
increase due to limited offering of raw material with high
quality.

As a feasible solution for the production of higher
quality propagation material of A. vera in large scale,
biotechnological techniques have been thought of. Such
approach has allowed the in vitro cloning and
multiplication (by means of development of apical
meristems as explants cultured in appropriate basal
medium, for instance) in commercial scale of several plant
species, as well as of superior germoplasms, being
especially important for that recalcitrant species to
conventional propagation techniques (cuttings and grafting,
e.g.).

Over the last years, a micropropagation protocol
for genotypes of A. vera was developed by Plant
Morphogenesis and Biochemistry Laboratory (University
Federal of Santa Catarina PMBL/UFSC) upon request and
on behalf of small farmers, hereafter named Naturama
Sucos Integrais do Brasil Ltd. Naturama is a small scale
industry of A. vera juice in southern Brazil (Paulo Lopes
county, Santa Catarina State), with an increasing
participation in the local market. This partnership found
financial support with the Brazilian Service for Support to
Micro and Small Enterprises (SEBRAE/SC), a private
institution that aims to promote the development of small
producers in both rural and urban areas. Based in such a
study case, some technical subjects are presented and
discussed afterwards, which allowed in a consistent manner
to increase the availability of A. vera’s propagation material
to the partner company, with the consequent enlargement of
the cultured area of that medicinal plant. Furthermore, it
was possible to realize a significant decrease in the
occurrence of diseases in the A. vera population at field
conditions just by replacing of the plant propagation
material obtained through conventional methods (lateral
shoots) for the micropropagated one. The transference of
the developed technology was successfully performed to
the company and a patent for purpose of registration of the
intellectual property has been recently requested to official
organisms. To the best of our knowledge, no previous
report has been published on the transference of a
biotechnological product to the private sector, i.e., A. vera
juice industry, as herein described in Brazil.
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Method

The protocol for micropropagation of Aloe vera
was previously reported (Aradjo et al. 2002). Briefly, the
protocol was developed using apical meristems as explants
cultured in basal medium of Murashige and Skoog (1962) —
MS medium, supplemented with sucrose (3g%), agar
(0.7%) and the growth regulators naphthalene acetic acid
(4.03uM) and 6-benzylaminopurine (6.67uM). The in vitro
multiplication rate (number of lateral shoots/explant) of
sixteen A. vera genotypes furnished by small farmers and
originated from Florianopolis and Araquari counties (Santa
Catarina State), Pato Branco, Rolandia, and Colombo
counties (Parana State) and also from Paraguay was
assayed, over a 8 months period. During the experimental
time the cultures were kept in growth chamber at 24+1°C,
85% relative humidity of the air, 14-hour-photoperiod, and
100 + 5uM photons.m-2.s- (as active photosynthetic
radiation), with a subculture interval of 35 days.

After the in vitro growth stage, plantlets taller than
3cm were transferred to trays containing commercial
substrate (Plantmax®) and kept at growth chamber under
intermittent mist, for seven days. Further, the plantlets were
transferred to plastic containers (~ 200mL internal volume)
containing a mixture of soil and commercial substrate
(Plantmax®, 1:1) and grown in greenhouse with periodic
irrigation (3 days) and leaf manuring (15 and 21 day
intervals, respectively for summer and winter seasons).
After ca. two months growing under greenhouse conditions,
the plantlets were directly transferred to field conditions, at
Paulo Lopes county, and monitored over a 18-month period
as to their agronomic treats (survival rate, phenological
state evolution, resistance to pest and disease, and yield)
and somaclonal variation occurrence (visual analysis of the
phenotypes).

Results

The data obtained for in vitro multiplication of the
lateral shoots showed that experimental conditions induced
a mean rate of new lateral shoots/explant of ca. 1:2.
However, this value was strongly dependent of the
genotype, i.e., the donor-plant, since a multiplication rate of
1:8 was obtained as well. These findings suggest the
existence of distinct morphogenetic potentials among the
genotypes in study. More specifically the genotype
originated from Paraguay showed the highest multiplication
rate, with values ranging from 1:6 to 1:8 and was further
selected to massal multiplication. Similar results have been
reported for the micropropagation of other medicinal
species with high commercial value as Coleus forskohlii,
Camptotheca acuminate, and Valeriana edulis sp. procera,
for instance (Pletsch, 1998).
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The protocol used for multiplication of lateral
shoots was also able in inducing the rhizogenesis, but in a
time-dependent way. Thus, in all the cultures older than 35
days were found platelets in different rooting stages, so that
the subculture interval was changed to forty-five days. The
data suggest that rhizogenesis induction is correlated, in any
extension, to depletion of nutrients in culture medium. In
fact, this methodology has allowed the obtainment of whole
plants, i.e., aerial and rooting systems, without the need of
transferring of the plantlets to rooting culture medium.
Furthermore, in vitro rooting strongly influenced the
survival rate of the plantlets over the acclimatization step.
Notably, the rooted plantlets reached survival values of
about 80% to 95%, as lower value was found to non-rooted
plantlets (about 30% of survival). Interestingly, just after
the transplant to commercial substrate, all the A. vera
plantlets presented pronounced root degeneration, followed
by the emission of new primary and secondary roots. In
average, in vitro growth stage of the plantlets lasted for
about 45-50 days, followed by an acclimatization step no
longer than 2 months (spring and summer seasons) or 3
months (autumn and winter seasons) without temperature
control in the greenhouse.

The occurrence of individuals evidencing any
phenotypic variation both in vitro or ex vitro was not
detected over 18 months after transplantation to the field,
except for two young plants which showed albinism and
variegation in leaf tissue during the acclimatization step.
Such findings probably results from somaclonal variation, a
common phenomenon with aleatory occurrence in plant cell
and tissue cultures that leads to the arising of variant
phenotypes with genetic or epigenetic origin. Up to date,
the results indicate that somaclonal variation is not a
meaningful phenomenon as the protocol herein reported is
used for the micropropagation of A. vera genotypes.

Discussion

The described protocol seems to be technologically
suitable for clonal multiplication of A. vera in large scale,
affording propagation material with high genetic and
sanitary quality. Over a 6-month-period, about 4,300
plantlets were obtained in vitro from 20 initial explants,
clearly revealing the potential of such a technological
strategy to overcome the lack of propagation material of
superior quality. Preliminary estimation point to a cost of
ca. US$ 1, 00/plantlet (December - 2006), but it is assumed
that the methodology herein described might be optimized
in any extension, leading to a reduction in that value.
However, comparatively to the conventional propagation
system used to A. vera the results herein shown are
significantly superior. In fact, it was possible to produce a
large number of propagation materials, which are presently
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in cultivation by the partner company, in a less expensive
and time-consuming way. Additionally, this
biotechnological approach has allowed the increase of the
economic activity of Naturama Sucos Integrais do Brasil
Ltd. as technological improvements in its A. vera juice
production system are claimed and are matter of currently
concerns. In a near future, it is possible to envisage the
complete autonomy of that company property regarding
both the production of A. vera raw material and its
transformation to juices and other derivative products (i.e.,
nutraceuticals).

In a more wide sense, the adoption of this
biotechnological strategy could, in any extension and taking
into account the specific conditions of each enterprise, be
applied as a model (“tailor made”™) to increase the incoming
of Aloe-related companies, as a short-term goal, since it
seems to be both technological and economical feasible.
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