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RESUMO: As Metaloproteinases de Matriz (MMPs) podem exercer importantes fungdes na remodelagem
fisiolégica e patologica da matriz extracelular. Elas sdo implicadas na progressdo tumoral de muitas malignidades humanas
interferindo em eventos angiogénicos, invasivos e metastaticos. Produtos obtidos de algumas plantas tém sido
consistentemente associados a fungdes neoplasicas, possivelmente por reproduzir a atividade neutralizadora dos inibidores
teciduais (TIMPs) das MMPs. No presente trabalho, investigou-se a inibigdo da atividade gelatinolitica das MMPs -2 e -9
por extratos aquosos (EA) de Aloe vera, cha preto e Annona muricata diluidos em tampao de ativagao (TA, com calcio). A
atividade proteolitica das MMPs foi avaliada em ensaios zimograficos. Para avaliar o efeito inibitério dos produtos
testados, géis foram seccionados e incubados em solugdes contendo 0 TA e 0s EA em trés dilui¢bes seriadas. Associacdo
indireta foi observada entre 0 EA de A. vera e chd preto e a inibicdo da atividade de MMP-2. EA de A. muricata exerceu
pequeno efeito inibitdrio na MMP-2 nas duas menores dilui¢des. A atividade de MMP-9 foi consistentemente neutralizada
por todos os EA testados, de forma dose-dependente. Estes resultados sugerem que os efeitos antitumorais verificados para
0s EA de A. vera, A. muricaca, e cha preto podem ser explicados parcialmente por sua atividade inibitéria sobre as MMP-2

e-9.
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INTRODUCAO

O termo Metaloproteinases de Matriz
(MMPs) descreve uma familia de até 20 enzimas, as
quais sdo habeis em degradar constituintes da matriz
extracelular (MEC). Ao remodelar a MEC, as
MMPs acabam exercendo fun¢bes importantes tanto
em estados fisiolégicos, quanto patolégicos
(MCCAWLEY; MATRISIAN, 2001). Duas MMPs
denominadas gelatinases A e B, as MMP-2 e MMP-
9, respectivamente, sdo sintetizadas e secretadas na
MEC por muitas células, como queratindcitos,
mondcitos, macrofagos, fibroblastos e também por
varias células neoplasicas (KERKELA;
SAARIALHO-KERE, 2003). Sao especialmente
habeis em degradar colageno tipo IV, o principal
constituinte da membrana basal (MB). Neste
processo, revelam moléculas com funcdes variadas,
como fatores de crescimento e migragdo celular,
para 0s quais sdo atribuidas variadas funcbes na
carcinogénese (NAGASE; VISSE; 2003). Desta
forma, as MMPs tém sido consistentemente

implicadas na progressdo tumoral de muitas
malignidades humanas, como carcinomas de célon,
esdfago, mama, cabeca e pescoco e pulméo
(SAMANTARAY et al., 2004; LI. et al., 2005),
interferindo em eventos angiogénicos, invasivos e
metastaticos (CHANG; MOOK et al., 2004; WERB,
2001).

Inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) séo
0s principais inibidores das MMPs. TIMPS também
sdo conhecidos por exercer funcBes na
embriogénese, carcinogénese e inflamacdo. Neste
contexto, o equilibrio entre as atividades de MMPs e
TIMPs pode ser critica na determinacdo da
remodelagem ou degradacdo da MEC, em condi¢bes
normais e também em condi¢cbes patologicas
(BREW et al., 2000; ZHOU; NOTHNICK, 2005;).

Muitos produtos naturais tém sido testados
contra a carcinogénese (LAMBERT et al., 2005;
SEO et al., 2005). Plantas do género Aloe séo usadas
medicinalmente h& séculos. Delas, a Aloe vera ¢ a
planta mais amplamente utilizada na cicatrizagéo
(DWECK; REYNOLDS, 1999). Também existem
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relatos na literatura sobre estudos dos efeitos
antitumorais desta espécie (CORSI et al., 1998;
KIM et al., 1999). Plantas Annona sdo usadas na
medicina tradicional e s&o mencionadas como uma
das plantas medicinais no Brasil (WANG et al.,
2002). A Annona muricata, conhecida como
“Graviola”, apresenta acetogeninas anonaceas em
sua constituicdo, estas substancias possuem
propriedades anti-neoplésicas bem definidas (LIAW
et al., 2002). Capacidade similar foi identificada na
Camellia sinensis, planta da qual se obtém os chas
verde e preto. No Brasil, o chia preto é mais
consumido do que o ch& verde. InvestigacOes
mostram que ambos 0s chas reduzem
significantemente o risco relativo para muitos
canceres (SIDDIQUI et al., 2004; WU et al., 2003).
A C. sinensis é uma planta rica em polifendis.
Dentre os polifendis, os taninos sdo um grande
grupo presente nestas plantas, alguns dos quais sdo
benéficos por suas atividades quimiopreventivas
(LIU et al., 2004). As catequinas sdo polifenois que
exercem efeitos quimioprotetores contra iniciacéo,
promocdo e progressdo tumoral (DEMEULE et al.,
2000). Estudos epidemiol6gicos tém demonstrado
que ingestdo freqliente de <cha verde foi
significativamente associada com menor risco de
desenvolvimento de carcinoma de proéstata
(HEILBRUN et al., 1986). Experimentos com
roedores demonstraram que as substancias presentes
na C. sinensis inibiram crescimento e invaséo
tumoral (GARBISA et al., 2001; LIAO et al., 1995).
Estes efeitos foram atribuidos a neutralizacdo da
atividade das MMPs secretadas pelas células
tumorais (SAZUKA et al., 1997).

Desta forma, alguns produtos naturais tém
sido  constantemente  associados a  efeitos
antitumorais, possivelmente por reproduzir a funcéo
dos TIMPs. Estes achados reforcam a necessidade
de estudos futuros para elucidar como extratos
vegetais podem atuar nos diferentes contextos
fisiol6gicos e patoldgicos. No presente trabalho, nds
investigamos a inibicdo da atividade das MMPs 2 e
9 por extratos aquosos (EA) de Aloe vera, cha preto
e Annona muricata.

MATERIAL E METODOS

Producéo dos extratos liofilizados

Inicialmente foram produzidas infus6es com
agua deionizada (p/v) com parénquima de folhas da
Babosa [1:50]; folhas secas da Graviola [1:5]
[depositadas no Herbario da Universidade Federal
de Uberlandia (HUFU) sob nimeros 43316 e 43227,
respectivamente], e com um sache do cha preto
[1:10] (obtido de Ledo Ltda., Curitiba, Brasil). As
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solugcdes foram filtradas e os filtrados foram
liofilizados, ou seja, evaporados sob pressdo
reduzida até que toda a agua fosse evaporada,
fornecendo um residuo viscoso ou em poé
(PURICELLI et al., 2003). Apds isto, 0s extratos
liofilizados foram diluidos (1mg/mL) em tampéo de
ativacdo (TA: 50 mM Tris HCI, 6 mM CacCl,).

Ensaios com as metaloproteinases

Para a andlise zimografica, a atividade
proteolitica das MMPs foi avaliada em mini-gel de
eletroforese (poliacrilamida 8%, gelatina 0,1%). A
eletroforese (BioRad Protean I1) foi realizada sob
condi¢cBes redutoras (0,025M TRIS, 0,192 M
glicina, e 0,1% SDS, pH 8,5) a 100V constantes por
3hs, a 4°C. Cada pogo do gel foi carregado com
0,1g/mL com cada uma das MMPs (2 e 9)
(Oncogene Research Products, San Diego, USA,
referencias PF023 e PF024, respectivamente), como
recomendado pelos fabricantes. Apds isso, 0s géis
foram lavados duas vezes em Triton X-100 (2,5%)
(v/v) para remover o SDS.

Os géis foram seccionados e direcionados as
diferentes solucbes. Para estimulo da atividade
proteolitica das MMPs, incubou-se uma fragdo do
gel (14 horas a 37 °C) no tampéo de ativagdo. As
outras fracdes foram direcionadas para trés dilui¢cbes
seriadas dos extratos vegetais (fator de diluicdo
igual a 2), nas mesmas condi¢Ges para avaliar os
efeitos inibitérios dos produtos testados.

Os géis foram subsequentemente corados
(0,25% Comassie blue G-250, etanol 30%, e &cido
acético a 10%, por 1 h, sob suave rotacdo) e
descorados (etanol 30%, acido acético a 10%, por 2
h). Bandas claras no fundo escuro foram
visualizadas nos mini-géis apds ativacdo enzimatica,
sugerindo ativacdo por Ca”* das MMP-2 e -9, o que
representa sua atividade gelatinolitica.

Avaliacdo zimografica

Imagens digitais dos géis em tons de cinza
(grayscale) foram obtidas através de scanner de
imagens HP Scanjet 8200. As bandas foram
segmentadas através de threshold e, através de
rotinas criadas em ambiente de programacao Scilab
calculou-se a média e o coeficiente de variacdo dos
valores dos “pixels” de cada banda (BELETTI,
COSTA, 2004; WALDEMARIN et al., 2004).

RESULTADOS

Os extratos das plantas obtidos apo6s
liofilizacdo apresentaram propriedades inibitdrias
sobre a atividade das MMPs 2 e 9, o que pdde ser
visualizado na zimografia (figura 1). A atividade
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proteolitica das MMPs foi visualizada pelas bandas
claras no fundo escuro dos géis, sendo que o
tamanho das bandas foram inversamente
proporcionais a capacidade inibitéria dos EAs. A
inibicdo das MMPs foi avaliada por analise
comparativa das imagens das bandas presentes nos
geéis controles com as imagens das bandas dos géis
submetidos aos tratamentos.

Os extratos de Aloe vera, A. muricata e cha
preto inibiram a atividade das Metaloproteinases 2 e
9.

Associacdo direta foi observada entre a
concentracdo dos extratos aquosos da Aloe vera e do
ché preto e a inibicdo da atividade da MMP-2. O EA
de Annona muricata exerceu somente pequena
inibicdo na atividade da MMP-2 nas duas menores
diluicbes. A  atividade da MMP-9 foi
consistentemente neutralizada por todos os extratos
vegetais de forma dose-dependente.

DISCUSSAO

Muitas espécies de plantas medicinais séo
usadas em terapias alternativas contra varios tipos
de cancer (SEO et al., 2005). Estas plantas tém sido
usadas medicinalmente por séculos, dentre elas, a A.
vera, A. muricata e C. sinensis (DWECK;
REYNOLDS, 1999; PECERE et al.,, 2000). Os
mecanismos envolvidos no controle de doencas por
estas plantas sdo desconhecidos. Desta forma, ha
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uma eminente necessidade de novas investigacdes
relacionadas aos efeitos desses fitoterdpicos nos
diferentes estdgios da carcinogénese e progressao
tumoral. No presente estudo, reportou-se a atividade
inibitoria dos extratos aquosos de Aloe vera, Annona
muricata, e cha preto sobre a atividade gelatinolitica
das MMPs 2 e 9.

Tentativas de se avaliar comparativamente a
eficiéncia da inibicdo enzimética testando extratos
de diversas plantas devem ser cuidadosamente
observadas, pois dependendo do método de
extracdo, obtém-se moléculas variadas. Estas
possuem caracteristicas quimicas e estruturais
diversas e inumeros principios ativos ndo totalmente
conhecidos. Neste trabalho optou-se por usar o
extrato aquoso por ser esta a forma popular do uso
destas plantas.

Observou-se que todos 0s extratos aquosos
obtidos destes produtos foram hébeis em inibir a
atividade das MMPs. O EA de Aloe vera foi
associado com o maior nivel do efeito inibidor,
seguido pelo EA de cha preto e EA de Annona
muricata. A atividade proteolitica das MMPs foi
visualizada pelas bandas claras no fundo escuro dos
geéis, sendo que o tamanho das bandas foram
inversamente proporcionais a capacidade inibitdria
dos EAs e diretamente associadas as dilui¢bes feitas
em todos os testes, com excecdo para o EA de
Anonna muricata, em relacdo a MMP-2 (Figura 1).

Figura 1. Inibicdo da atividade gelatinolitica das MMPs ( a- MMP-2, b- MMP-9) por extratos aquosos de Aloe
vera, cha preto, e Annona muricata. O eixo X representa a quantidade de pixels (%) das bandas
guando comparadas ao controle . O eixo y representa a diluicdo dos extratos aquosos: “controle” =
somente Tampdo de ativacdo, “A” = 1mg/mL, “B” = 0,5mg/mL, “C” 0,25mg/mL. revista.

Avaliacdo zimografica tem sido proposta
com pré-incubacdo das enzimas testadas com seus
inibidores (CHENG et al., 2003; TATE et al., 2004).
No presente trabalho, incubaram-se os géis nos
extratos aquosos apos 0 zimograma das MMPs. Este
método, aparentemente, ndo interfere com o0s

resultados, uma vez que a inibicdo das MMPs foi
reproduzida testando as diferentes diluicdes,
expressa por uma curva dose-resposta.

Catequinas sdo polifendis também presentes
na Camelia sinensis. Ja estd bem estabelecido na
literatura que estas substancias sdo capazes de inibir
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a atividade gelatinolitica das MMPs (GARBISA et
al., 2001). Além disso, elas atuam como
antioxidantes e impedem crescimento celular,
morfogénese, e progressao tumoral (LIAO et al.,
1995; SIDDIQUI et al., 2004; WU et al.; 2003). No
chad verde, a epigalocatequina-3-galate (EGCg) é
uma catequina com grande efeito inibidor. Esta acéo
se da pela unido desta molécula ao sitio ativo da
MMP-2 (CHENG et al., 2003). Na producéo do cha
preto, hd uma reducdo notavel da concentracdo dos
polifendis devido as reacdes de fermentacdo. Apesar
disto, o cha preto foi habil em inibir fortemente as
duas MMPs testadas. Este achado sugere que apesar
das doses aparentemente menores, a EGCg presente,
isolada ou associada a outras catequinas, foi
eficiente na neutralizacdo da enzima, indicando que
0 processo de producdo do cha preto ndo interfere
totalmente nesta capacidade.

A Aloe vera, planta reconhecida por sua
capacidade cicatrizante, tem sido estudada por seus
efeitos citotoxicos em células tumorais (DWECK;
REYNOLDS, 1999). Neste trabalho observou-se
que Aloe vera também apresenta uma notavel
capacidade inibitoria, dose-dependente, da atividade
gelatinolitica das MMPs. Isto pode ser parcialmente
explicado pela capacidade antitumoral proposta por
Pecere et al. (2000). Estes achados endossam a
necessidade de futuras investigagdes das funcgdes
anti-neoplasicas desta planta.

O extrato de Annona muricata néo inibiu a
atividade gelatinolitica da MMP-2. Sobre a MMP-9,
aproximadamente 50% de inibicdo foi observada na
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primeira diluicdo, seguida de resposta dose-
dependente, como observado para Aloe vera e cha
preto. Acetogeninas presentes na A. muricata sdo
associadas com significativos efeitos antitumorais
como toxicidade seletiva contra muitos tipos de
células neoplasicas (CHANG, WANG et al., 2002;
WU, 2001). Estudos comparativos entre
doxorubicina e A. muricata, demonstraram uma
eficiéncia desta planta de 103 a 105 vezes maior na
inibicdo do crescimento tumoral (GU et al., 1994;
KIM et al., 2001; WASSERMAN et al., 2002). Uma
vez que MMPs participam nos pProcessos
neoplésicos  fundamentais como invasdo e
progressdo tumoral, e o efeito inibitorio do extrato
aquoso de A. muricata sobre a MMP-9, como foi
bem demonstrado neste trabalho, poderia ser
relevante avaliar a atividade neutralizadora de
diferentes acetogeninas presentes no extrato de
Annona muricata.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados sugerem que 0S
efeitos antitumorais de Aloe vera, Annona muricata
e Camellia sinensis podem ser parcialmente
explicados por sua capacidade de inibir a atividade
proteolitica das MMPs. Esses achados evocam
adicionais estudos para esclarecer a relacdo entre
estas plantas e os mecanismos do desenvolvimento e
progressdo tumoral, pois novas terapias podem
surgir destas investigacdes

ABSTRACT: Matrix metalloproteinases may exert important roles in both physiologic and pathologic

extracellular matrix remodeling. They have been implicated in tumoral progression of many human malignancies
interfering on angiogenic, invasive, and metastatic events. Products obtained from some plants have been consistently
associated to anti-neoplastic roles, possibly by reproducing the neutralizing activity of tissue inhibitors over MMPs. In the
present work, we investigate the inhibition of the MMP-2 and -9 gelatinolytic activity by Aloe vera, black tea, and Annona
muricata aqueous extracts (AE) diluted in activation buffer (AB, with calcium). The proteolytic activity of MMP was
evaluated on zymographic assays. To evaluate the inhibitory effect of the tested products, gels were sectioned and
incubated in the solutions containing the AB and AE from three serial dilutions. Indirect association was observed between
the dilution of A. vera and black tea and MMP-2 activity inhibition. A. muricata exerted only small inhibition on MMP-2
effect in the two smallest dilutions. The MMP-9 activity was consistently neutralized by all of the natural solutions in a
dose-dependent way. The present results suggest that the antitumoral effects verified for A. vera, A. muricaca, and black
tea AE may be partially explained by their inhibitory activity on MMP.

KEYWORDS: Matrix metalloproteinases. Zymography. Graviola. Babosa. Camellia sinensis. Annona
muricat.. Plants. Inhibition.
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