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1 INTRODUZIONE 

 

1.1 La pianta di Aloe 

 

Negli ultimi tempi stiamo assistendo ad un aumento dell‟interesse sia scientifico che 

popolare verso molecole, o più in generale verso principi attivi di origine vegetale, dotate 

di proprietà medicinali. Il perdurare però di affermazioni generiche e imprecise ha fatto sì 

che questi principi potenzialmente attivi, in molti casi diventassero un “business” ancor 

prima di essere seriamente investigati.  

In effetti, attualmente, un largo numero di farmaci derivati da piante sono usati dall‟uomo 

in tutto il mondo e recentemente, in vista dei bisogni umani e delle ampie prospettive di 

marketing, l‟attività di ricerca è stata estesa alla scoperta di nuove potenziali molecole 

vegetali utili per le malattie umane.  

Sempre più frequentemente si torna a prendere in considerazione le proprietà terapeutiche 

di specie vegetali che per tanto tempo hanno accompagnato la storia dell‟uomo e che poi 

sono state ignorate o dimenticate. L‟Aloe arborescens, annoverata nella lista di piante 

medicinali redatta dall‟ Organizzazione Mondiale della Sanità, è da tempo oggetto di 

interesse e di studio per le molteplici proprietà 

cosmetiche e medicinali imputabili a composti 

presenti nelle foglie. 

L‟Aloe (Fig.1) è una pianta fanerogama 

angiosperma, appartenente alla classe delle 

Monocotiledoni. Il genere Aloe si colloca nell‟ordine 

delle Liliales, famiglia Liliaceae.  Questa famiglia, 

comprendente il genere Aloe, conta piante 

succulente, spesso ornitofile, produttrici di resine e 

sostanze amare. 

Si conoscono circa 600 specie di Aloe (Kawai et al., 

1993) diffuse in prevalenza nelle regioni calde e 

desertiche del Sud Africa, in Botswana e nel deserto 

del Kalahari, in Namibia, ma anche in zone         

dell‟Africa equatoriale.  

Fig. 1 Disegno di infiorescenza e 

 foglia di Aloe arborescens 
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In Asia sono presenti in: Arabia Saudita, nello Yemen (isola di Socotra), in India, in Cina e 

Giappone. L‟Aloe si è inoltre ben adattata alle regioni più calde dell‟Europa del Sud e in 

America Latina, nonché in Australia e Nuova Zelanda. 

Cresce in zone secche e rocciose dai 700 ai 1800 m s.l.m. Il genere Aloe comprende piante 

perenni dall‟andamento erbaceo, arbustivo o arborescente. La pianta di Aloe arborescens 

può avere un fusto ben sviluppato, che in natura può raggiungere anche i 4-9 metri di 

altezza. Le foglie, lunghe anche fino a mezzo metro, verdi, lanceolate, carnose, dentellate e 

spinose, sono disposte a rosetta e incurvate verso il basso. Sono rivestite da un‟epidermide 

fortemente cuticolarizzata con stomi numerosi su entrambe le superfici, sotto la quale si 

trovano un parenchima contenente clorofilla, amido, cristalli di ossalato di calcio e le 

cellule pericicliche che secernono un succo giallo-rossastro. 

All‟interno, ad occupare quasi i 3/5 dello spessore della foglia, si trova il tessuto 

parenchimatico capace di immagazzinare acqua, trasformandola in un gel incolore, per far 

fronte ai periodi di siccità (Fig.2). 

L‟Aloe è infatti una pianta xerofita e, tra 

gli adattamenti al clima arido, presenta la 

capacità di non perdere acqua né dagli 

stomi né da eventuali ferite poiché è in 

grado di produrre una speciale sostanza 

autosigillante. 

L‟infiorescenza, di grandi dimensioni, è 

costituita da fiori a simmetria radiale, 

pendenti, actinomorfi, con ovario supero e 

tepali saldati, riuniti in racemi o spighe 

rilevate e dai colori vistosi: dal bianco 

verdastro al rosso, passando per il giallo e  

l‟arancio. I fiori sono ornitofili e pertanto 

privi di profumo, ma contengono grandi quantità di nettare. Il frutto è una capsula a tre 

logge contenente numerosi semi nerastri e appiattiti (Maugini, 1994; Strasburger, 1995; 

Capasso et al., 1998). 

Le specie più conosciute e studiate per l‟uso medicinale sono: Aloe barbadensis Miller o 

Aloe vera Linnè, Aloe socotrina, Aloe africana, Aloe saponaria Miller, Aloe ferox, Aloe 

arborescens Miller.  

 

Apertura stomatica 
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Fig 2: sezione schematica della foglia di Aloe 

arborescens 
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1.2    Scopo della Tesi 

 

In tempi recenti la pianta di Aloe ha trovato largo impiego in prodotti farmaceutici, 

parafarmaceutici e cosmetici. Numerosi sono i messaggi in larga parte pubblicitari relativi 

ai suoi prodigiosi effetti curativi per le malattie più disparate. 

Nel nostro Paese negli anni passati la pianta ha trovato anche ampio utilizzo come cura di 

tipo popolare contro i tumori e del suo utilizzo se ne sono interessati in maniera ampia i 

mezzi di comunicazione.        

Cercando di contribuire ad ampliare le conoscenze scientifiche riguardo la pianta di Aloe 

arborescens, questa Tesi di Dottorato si proponeva di individuare composti chimici 

presenti nella pianta dotati di attività citotossica e che potessero avere un potenziale 

interesse per lo sviluppo di farmaci antitumorali. Rappresentava, allo stesso tempo, anche 

un tentativo per passare da una conoscenza empirica ad una conoscenza supportata da reali 

dati scientifici.  

Dopo un preliminare studio bibliografico, l‟attività di ricerca si è basata su saggi biologici 

effettuati in vitro e si è avvalsa della collaborazione con gruppi di ricerca in grado di 

investigare la struttura molecolare di composti dotati di attività biologica. La valutazione 

dell‟effetto dell‟estratto di Aloe arborescens è avvenuta su modelli cellulari costituiti da 

cellule di mieloma murino della linea P3X e cellule di leucemia promielocitica umana 

della linea HL60. 

Al fine di evidenziare eventuali effetti antiproliferativi o citotossici, inizialmente sono stati 

effettuati saggi biologici costituiti da test MTT e relative curve di crescita in seguito a 

trattamento con estratto di Aloe. Successivamente sono state applicate alcune tecniche di 

microscopia che permettessero di indagare anche a livello citologico cellule trattate con  

estratto, con tecniche di immunofluorescenza e microscopia elettronica, sia a scansione 

(SEM) e trasmissione (TEM).  

Dopo averne così constatato l'attività biologica, hanno quindi avuto inizio una serie di 

ulteriori analisi chimiche effettuate mediante tecniche di TLC, RP-HPLC, NMR e LC-

MASSA, atte alla caratterizzazione delle molecole biologicamente attive presenti 

nell'estratto di foglie di Aloe arborescens.  
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Successivamente sono stati effettuati saggi biologici di Aloenina, Isobarbaloina e 

Barbaloina, molecole individuate come facenti parte dell‟estratto e reperite in commercio. 

L‟intento di questi esperimenti era quello di svincolarsi per intero dalla pianta poiché 

l‟effetto antiproliferativo di essa varia nel corso delle sue diverse fase fenologiche e nei 

diversi periodi dell‟anno, utilizzando standard molecolari che permettessero di ricostituire 

in vitro l‟effetto biologico dell‟estratto e di effettuare studi biologici standardizzati e 

riproducibili. 

La ripetizione degli esperimenti e le osservazioni delle percentuali di cellule morte  a 

seguito del trattamento con gli estratti e/o con le soluzioni delle molecole individuate come 

potenzialmente costituenti un fitocomplesso biologicamente attivo ha fatto sì che 

l‟attenzione si volgesse non solo alle cellule di mieloma che subivano gli effetti 

dell‟estratto o del fitocomplesso, ma anche a quelle che ne rimanevano apparentemente 

immuni. Su tali cellule, definite come “resistenti”, sono state condotte analisi di 

immunofluorescenza, microscopia elettronica e analisi di western blot per valutare come 

queste cellule si adattavano allo stress apportato.  

Inoltre sono stati poi effettuati studi per valutare se le cellule “resistenti” potevano 

rilasciare qualche molecola-segnale nel medium di coltura capace di indurre il fenotipo di 

resistenza anche in cellule mai sottoposte al trattamento con l‟estratto epidermico fogliare 

di Aloe. La nuova tipologia di cellule che questi studi hanno portato ad identificare è stata 

denominata “cellule indotte” e potrebbe contribuire ad aprire nuove ricerche per studi 

riguardo le modalità molecolari di acquisizione di resistenza a farmaci da parte di cellule 

tumorali. 

Tutti gli esperimenti effettuati durante questa Tesi di Dottorato sono stati condotti su 

semplici modelli cellulari e necessiteranno di ulteriori e più approfondite ricerche in vitro 

ed in vivo. 
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CAPITOLO 1 

 

1    INTRODUZIONE  

 

1.1 Composizione chimica e studi farmacologici sulla pianta di Aloe 

arborescens 

 

Fin dall'antichità le piante di Aloe, principalmente Aloe barbadensis Miller e Aloe 

arborescens, sono state utilizzate nella medicina tradizionale per le loro proprietà e per gli 

usi farmaceutici e cosmetici (Crosswhite et al., 1984). 

Attualmente è stato ben dimostrato che i composti di foglie di aloe hanno differenti 

proprietà terapeutiche e, di conseguenza, sembrano essere buoni candidati per possibili 

applicazioni farmaceutiche. Infatti negli ultimi anni la pianta di Aloe è stata studiata, anche 

in base ai potenziali interessi per le aziende farmaceutiche, al fine di caratterizzare i loro 

componenti chimici e per valutare il loro possibile ruolo terapeutico (Sato et al,.1990).  

Molti autori ritengono che le varie attività biologiche attribuite alla pianta di Aloe sono da 

correlare ad una azione sinergica di diversi composti piuttosto che una singola sostanza 

chimica  (Hamman 2008;. Dagne et al., 2000). Alcuni di questi possono essere persi 

durante le fasi di purificazione per arrivare ai corrispondenti prodotti commercializzati e 

questo spiega perché questi ultimi, molto spesso, non abbiano un effetto confrontabile con 

quello dell‟estratto in toto (Beppu et al., 2003).  

È noto inoltre che le proprietà fisico-chimiche e l'attività dei prodotti naturali dipendono 

dalla specie della pianta, dal tipo di estratto, dalle procedure utilizzate e dalle condizioni di 

stoccaggio (Fanali et al., 2010;. Pellizzoni et al., 2011. Inoltre, età e condizioni di crescita 

(condizioni ambientali e in particolare la diversa esposizione alla luce), incidono in modo 

significativo sulla biosintesi di metaboliti secondari ed infatti la concentrazione dei 

metaboliti dell‟Aloe e l‟ultrastruttura delle cellule sono diverse tra piante cresciute sotto 

luce di diversa irradiazione (Peaz et al., 2000;. Jing et al., 2006). 

La foglia di Aloe può essere divisa in due frazioni principali, vale a dire la scorza esterna 

verde e il parenchima interno incolore. L‟epidermide è ricca di derivati dell‟1,8-

dihydroxyanthraquinone e loro glicosidi, mentre nel gel interno della foglia sembra essere 

più ricco in carboidrati complessi (Hamman, 2008). Attualmente l‟utilizzo farmacologico 
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dell‟Aloe è finalizzato principalmente all‟ottenimento di due prodotti distinti per la loro 

composizione chimica e per le loro proprietà terapeutiche: a) il succo, amaro e giallastro, è 

particolarmente ricco in antrachinoni che sono stati segnalati per avere effetti catartici, 

effetti anti-infiammatori, per aumentare i movimenti peristaltici della muscolatura 

intestinale e impediscono anche al colon di riassorbire l'acqua (Gutterman et al., 2006; 

McAnalley, 1993) e b) il gel, incolore, ricco di polisaccaridi ed enzimi, utilizzato per il 

trattamento di patologie cutanee (ustioni, ferite, psoriasi) e per il confezionamento di 

cosmetici grazie alle sue proprietà emollienti (Danhof, 1987; Mc Keown, 1987). Questi 

due prodotti sono ottenuti da due differenti tessuti specializzati della foglia: il succo dalle 

cellule pericicliche, il gel dalle cellule del parenchima (Capasso et al., 1998).  

Dal punto di vista della composizione chimica l‟Aloe risulta piuttosto complessa in quanto 

contiene molti composti diversi. 

I polisaccaridi presenti sono costituiti prevalentemente da lunghe catene di D-glucosio e D-

mannosio, ma si trovano anche tracce di arabinosio, galattosio e xilosio (Gowda et al., 

1979;  Waller et al., 1978;  Femenia et al., 1999).  

Data la loro consistenza filamentosa si prestano a rivestire la parete dello stomaco e 

dell‟intestino, svolgendo un effetto gastroprotettore (mucopolisaccaridi) (Franz, 1989; 

Reynolds et al., 1999) e potenziando la capacità di assorbimento delle sostanze nutritive e 

di espulsione delle tossine (Grindlay et al., 1986; Shelton, 1991). Influenzano inoltre il 

sistema immunitario dell‟uomo aumentandone le difese contro microrganismi patogeni 

(McAnalley, 1993; Heggers et al., 1995). Un altro settore di ricerca ha avuto come oggetto 

le proprietà immunostimolanti dell‟Aloe, imputabili soprattutto a due composti: l‟aloctina 

A e l‟acemannano. 

L‟acemannano è il mucopolisaccaride più attivo ed importante tra quelli presenti nell‟Aloe, 

in grado di esplicare un‟attività germicida, battericida e antifungina (Mandal et al., 1980; 

Grindlay et al., 1986; Klein et al., 1988; T‟Hart et al., 1989; Shelton, 1991; McAnalley, 

1993; Reynolds et al., 1999). Accertatene le proprietà immunostimolanti dell‟acemannano 

ne è stato anche ipotizzato l‟impiego come antitumorale, sulla base della teoria della 

sorveglianza immunitaria (Harris et al., 1991). 

Si è infatti osservato che una somministrazione intraperitoneale di acemannano in topi a 

cui erano stati impiantati dei sarcomi (Yagi et al., 1997), stimolava i macrofagi a produrre 

monochine, tra cui interleuchina-1. Ciò provoca un inizio dell‟attacco immunitario e una 

conseguente regressione del tumore (Peng et al., 1991). L‟acemannano probabilmente è la 

molecola più conosciuta tra i polisaccaridi che appartengono alla frazione contenente sia 
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composti con struttura ad unica catena di β (1-4) mannani e beta (1-4) glucomanani con 

ramificazione α (1-6) (Jones 2008; Hamman, 2008; Reynolds 1985;. Boudreao et al., 

2006).  

Un polisaccaride estratto dal gel di Aloe (APS) si è rivelato efficace nell‟inibire la 

formazione di addotti B[a]P-DNA e di 8-idrossideossiguanosina (8-OH-dG) in epatociti di 

topo in vitro e in vivo, nel ridurre la formazione di radicali liberi in cellule HL-60, 

nell‟aumentare l‟attività della GST, interferendo con l‟assorbimento del B[a]P 

(benzopirene) a livello cellulare, nel ridurre l‟attività dell‟ornitina decarbossilasi in cellule 

Balb/3T3 e della tiroxina chinasi in cellule leucemiche umane HL60. Inoltre ha 

significativamente ridotto il danno ossidativo del DNA causato da anioni superossido. Tale 

polisaccaride potrebbe pertanto essere considerato un potente agente chemopreventivo del 

cancro (Hyung et al., 1999; Kim et al., 1997; Kim et al., 1999).  

Sono presenti inoltre sostanze nutritive di vario tipo, come vitamine, sali minerali, 

aminoacidi, acidi organici, fosfolipidi, enzimi, saponine e lignine (Femenia et al., 1999). 

Tra le vitamine idrosolubili presenti nell‟Aloe si distinguono quelle del gruppo B 

(B1,B2,B3, B6, B12) e la vitamina C; tra quelle liposolubili la A, la D e la E (MacKay et 

al., 2003). 

L‟Aloe contiene inoltre molti tipi di sali minerali, tutti essenziali per l‟organismo umano: 

ferro, cromo, calcio, fosforo, magnesio, manganese, potassio, rame, sodio, zinco (Waller et 

al., 1978). Nell‟Aloe sono poi presenti, gli aminoacidi fenilalanina, isoleucina, leucina, 

lisina, metionina, treonina e valina considerati essenziali per l‟uomo. Tra quelli non 

essenziali troviamo acido aspartico, acido glutammico, alanina, L-arginina 

(particolarmente abbondante), glicina, glutammina, idrossiprolina, istidina, prolina e serina 

nonché cisteina e tiroxina considerati semi-essenziali (Gjerstad, 1971; Waller et al., 1978). 

Si ritrovano infine numerosi enzimi tra cui lipasi e proteasi che intervengono, 

rispettivamente, nella digestione dei grassi e delle proteine e una bradichinasi ad azione 

carbossipeptidasica in grado di interferire con i processi di infiammazione dei tessuti 

(Fujita et al., 1976; Yagi et al., 1982). 

Dal punto di vista chimico particolarmente abbondanti sono anche i triterpenoidi, primo tra 

tutti il lupeolo, capaci di ridurre notevolmente il dolore e gli steroli comprendenti 

colesterolo, campsterolo e β-sitosterolo (Yamamoto et al., 1986; Yamamoto et al., 1991)  

che, insieme a composti quali l‟acido salicilico (Shelton, 1991), svolgono una valida 

azione antinfiammatoria e antisettica (Ando et al., 1990; Davis et al., 1994; Reynolds et al., 

1999). Una vasta area di ricerca riguarda la capacità antinfiammatoria dell‟Aloe dovuta 
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essenzialmente a composti presenti nel gel, primi tra tutti aloctina A e aloctina B (Fujita et 

al., 1976; Fujita et al., 1997). Questa attività antinfiammatoria è legata anche ad un C-

glucosil cromone che sembra inibire la produzione di prostaglandina E-2 a partire 

dall‟acido arachidonico (Penneys, 1982; Davis et al., 1989; Hutter et al., 1996; Vasquez et 

al., 1996; Langmead et al., 2004), ma può essere imputata anche all‟inibizione della 

formazione di istamina da parte della istidina-decarbossilasi ad opera del magnesio lattato 

(Klein et al., 1988; Reynolds et al., 1999). 

Estratti da varie specie di Aloe si sono inoltre rivelati efficaci nell‟inibire l‟attività della 

cicloossigenasi, uno degli enzimi chiave nella biosintesi delle prostaglandine implicate 

nelle reazioni infiammatorie (Lindsey et al., 2002; Yagi et al., 2003). Si ritiene pertanto 

che l‟effetto antinfiammatorio possa dipendere dall‟azione sinergica di diversi componenti 

dell‟Aloe (Langmead et al., 2004). 

L‟aloe è ampiamente utilizzata dalle industrie nel settore alimentare e farmaceutico a causa 

delle sue funzioni biologiche ad attività antinfiammatoria (Speranza et al., 2005), 

l'accelerazione del processo di guarigione (Takzare et al., 2009), e l'effetto protettivo 

contro le lesioni al fegato (Arosio et al., 2000). 

Alcune ricerche si sono focalizzate sulla capacità dell‟Aloe di favorire la cicatrizzazione 

delle ferite: essa è in grado di velocizzare questo processo, senza mostrare alcun tipo di 

effetto tossico (Davis et al., 1989; Heggers et al., 1996). L‟Aloe vera aumenta il turnover 

del collageno nel tessuto leso favorendo quindi la rimarginazione delle ferite, grazie anche 

ad un incremento dei livelli di acido ialuronico e dermatan solfato che formano una matrice 

provvisoria durante la fase iniziale del processo di guarigione di una ferita (Chithra et al., 

1998). Per le stesse ragioni l‟Aloe è ampiamente utilizzata come terapia per le ustioni 

(Reynolds et al., 1999). 

L‟uso dell‟Aloe si è rivelato efficace anche nel trattamento di malattie della pelle come la 

psoriasi (Hormann et al., 1994; Syed et al., 1996) e come agente protettivo nei confronti 

dell‟esposizione ai raggi UV (Lee et al., 1997) e ai raggi X (Sato et al., 1990). E' stato 

inoltre dimostrato come l‟estratto di Aloe prevenga la fotosoppressione delle cellule 

dell‟ipersensibilità ritardata riducendo i livelli di citochine immunosoppressive 

nell‟epidermide murina irradiata con UV (Byeon et al.,1998; Strickland et al.,1999). 

Particolarmente studiata è anche l‟attività antivirale dell‟Aloe. L‟aloe-emodina, un 

idrossiantrachinone presente nelle foglie di Aloe vera, è stata testata sul virus dell‟herpes 

simplex (HSV) di tipo 1 e 2, sul virus della varicella-zoster, sul virus dell‟influenza, su 
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adhenovirus e rhinovirus e si è dimostrata in grado di inattivare tutti i virus saggiati ad 

eccezione degli adhenovirus e rhinovirus (Pecere et al., 2000). 

Questi dati sono un‟ulteriore conferma di precedenti indagini condotte al microscopio 

elettronico che mostravano una parziale distruzione dell‟involucro virale in HSV trattati 

con l‟antrachinone (Sydiski et al., 1991). Si è inoltre indagato sul possibile utilizzo 

dell‟estratto di Aloe come terapia per l‟AIDS (McDaniel et al., 1987a,b,c), in sinergia con 

altri agenti antivirali tipo l‟azidotimidina (AZT) (Kahlon et al., 1991b). 

E‟ stata valutata anche la possibilità di un impiego dell‟Aloe come antiossidante da 

addizionare a cibi e bevande. Esperimenti condotti su cellule di isole pancreatiche di ratto 

esposte a streptozocina (Sz), alloxan (Ax) e ad un sistema ipoxantina-xantina ossidasi 

(HX-XO) hanno dimostrato che l‟Aloe arborescens ha un effetto di scavenger di radicali 

ossigeno imputabile probabilmente ad un‟azione sinergica di composti fenolici termostabili 

quali barbaloina, isobarbaloina, 2‟-O-p-cumaroilaloesina, 2‟-O-feruloilaloesina e aloenina  

(Beppu et al., 1993; Malterud et al., 1993; Sabeh et al., 1996; Beppu et al., 2003) . 

Tra le applicazioni più tradizionali dell‟Aloe va ricordato il suo utilizzo come lassativo, 

legato ai composti antrachinonici contenuti per lo più nella cuticola esterna della foglia tra 

i quali l‟aloe-emodina (Okamura et al., 1996; Park et al.,1998), la barbaloina e 

l‟isobarbaloina (Ishii et al., 1998).  

Gli antrachinoni sono una classe di composti fenolici secondari che caratterizza, tra le 

Monocotiledoni, la classe delle Liliaceae e in particolare il genere Aloe (Van den Berg et 

al., 1989; Izhaki, 2002). Sono metaboliti secondari fenolici C-glucosil derivati cioè 

composti in cui uno zucchero è legato all‟aglicone con un legame diretto C-C, come la  

barbaloina (10-glucopiranosil-1,8-diidrossi-3-idrossimetil-9-10H-anthracenone), una 

miscela dei due diastereoisomeri aloina A e B, così come composti  glucosio-free come 

aloeresina, aloenina e aloe-emodina (1,8-diidrossi-3-(idrossimetil) -9,10-antracendione) 

(Fanali et al,. 2010) acido aloetico, acido cinnamico, acido crisofanico, aloenina (Groom et 

al., 1986; Kuzuya et al., 2001; Rebecca et al., 2003).  

Gli antrachinoni sono localizzati in maniera massiccia nel tronco della pianta di aloe e 

nello strato cuticolare esterno della foglia, ma il loro contenuto è soggetto a variazioni 

correlate con i cambiamenti fenologici e stagionali in quanto sono parte integrante del 

metabolismo della pianta (Okamura et al., 1996; Chauser-Volfson et al., 1996; Gutterman 

et al., 2000; Kuzuya et al., 2001). 

I metaboliti secondari fenolici come barbaloina e isobarbaloina (aloina A e B), aloeresina  

e aloenina distribuiti nelle foglie di Aloe arborescens hanno come compito quello di 



14 

 

difendere la pianta. La parte terminale della foglia sembra avere il contenuto più alto di 

metaboliti mentre la base quello più basso, la stessa cosa per il margine (la parte più 

esterna della foglia) che ha il contenuto più alto e la parte centrale quello più basso. 

L'orientamento della foglia può accentuare il contenuto totale di queste tre composti 

fenolici ma non le loro quantità relative nelle differenti parti delle foglie. Spesso le parti 

della pianta che risultano danneggiate dal consumo di animali come elefanti, kudu o insetti, 

presentano un incremento dei loro metaboliti fenolici. Questo aumento può ridurre o 

evitare ulteriori consumi quando il contenuto dei metaboliti raggiunge un certo livello 

(Gutterman et al., 2000).  

Inoltre le variazioni mensili delle concentrazioni di barbaloina, isobarbaloina, aloenina, 

proteine, monosaccaridi, poliammine, e le variazioni nell‟attività dell‟Aloe arborescens 

Miller var. Natalensis Berger (nome giapponese Aloe Kidachi) sono state studiate e 

correlate con la temperatura e le precipitazioni. La concentrazione globale o l'attività dei 

componenti è risultata elevata nella stagione calda e bassa nella stagione fredda, e le 

concentrazioni di questi componenti sono state fortemente influenzate dalla quantità delle 

piogge (Beppu,  2004).  

Quando assunti questi composti vengono stabilizzati chimicamente dal pH acido dello 

stomaco (pH 1-3) e lo loro porzione glucidica ne impedisce l‟assorbimento nella parte più 

alta del tratto gastrointestinale (Breimer et al., 1976; Izhaki, 2002). Essi favoriscono 

l‟idratazione della massa fecale (Yagi et al., 1997), poiché inducono la secrezione di fluidi 

ed elettroliti nel lume intestinale inibendo l‟attività della pompa Na-K-ATPasi presente 

sulle cellule epiteliali dell‟intestino (Ishii et al., 1990) e aumentano la permeabilità della 

mucosa intestinale (Izhaki, 2002), sono in grado di regolare l‟attività dell‟intestino agendo 

direttamente sulla peristalsi e svolgendo così un‟azione lassativa (Breimer et al., 1976). 

Stimolano inoltre la contrazione della muscolatura liscia dell‟intestino attraverso il rilascio 

di sostanze ad azione endocrina (Capasso et al., 1998). In realtà la barbaloina non ha di per 

sé un effetto lassativo poichè questa proprietà biologica viene acquisita a seguito 

dell‟attività del batterio anaerobio della flora intestinale Eubacterium sp. BAR che nel 

colon la idrolizza  alla sua forma attiva, l‟aloe-emodina-9-antrone (Akao et al., 1996). 

Piante contenenti aloina A (barbaloina), aloe emodina e  antrachinoni sono state a lungo 

usate come medicine tradizionali e nella formulazione di prodotti come lassativi e 

integratori (Wamer et al.. 2003) ed è suggerito che l'aumento del contenuto di acqua è un 

fattore più importante della stimolazione della peristalsi indotta da barbaloina (Ishii, et al., 

1994) 
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Uno studio ha messo in evidenza che anche le potenzialità anti-fungine dell‟estratto di 

Aloe sono imputabili probabilmente a composti di basso peso molecolare, compresa la 

barbaloina (Kawai et al., 1998) 

La barbaloina inoltre sembra stabilizzare le strutture lamellari, promuovere la formazione 

di strutture intermedie e ha mostrato una specificità per i due principali fosfolipidi presenti 

nelle membrane batteriche, fosfatidiletanolamina e fosfatidilglicerolo. Al fine di collegare i 

loro forti effetti sulle membrane alla loro attività biologica, è stata testata la capacità di 

questi composti di inibire l'infettività del rhabdovirus, che provoca la setticemia 

emorragica virale (VHS), un virus RNA negativo avvolto, o la crescita di Escherichia coli 

mediante l‟uso di liposomi caricati con l‟antrachinone (Alves et al., 2004). 

L'aloe e gli antrachinoni sembrano avere forti effetti anti-infiammatori in macrofagi murini 

(Park et al,. 2009a). Inoltre la supplementazione dietetica di componenti dell'aloe migliora 

le risposte infiammatorie intestinali nella colite ulcerosa DSS-indotta in un modello di ratto 

e  in particolare l‟aloesina è risultata essere il più potente inibitore dell‟infiammazione 

(Park, et al., 2011).  

Un campo di applicazione particolarmente interessante è rappresentato dall‟utilizzo 

dell‟Aloe come chemopreventivo e come antitumorale. E‟ stato riscontrato che una dieta a 

base di questa pianta possa prevenire la carcinogenesi nell‟uomo e negli animali (Sakai, 

1989; Tsuda et al., 1993). 

Antrachinoni dell‟Aloe sono stati ampiamente studiati con l'obiettivo di sviluppare nuovi 

farmaci antitumorali caratterizzati da un elevata selettività del target  e bassa tossicità  per 

il trattamento di molti tumori. Infatti antrachinoni come aloina A e B, nonché l‟aloe- 

emodina, sono strutturalmente simili ai farmaci di legame del DNA come le antracicline. 

Diversi meccanismi sono stati proposti per quanto riguarda l'effetto antitumorale dell‟ 

Aloe, compresa l'induzione di apoptosi (Lee et al.,2001) e un aumento degli enzimi 

antiossidanti chiave quali SOD e GPX (El-Shemy et al., 2010). 

E' stato poi dimostrato che l‟aloe-emodina, nota per le sue proprietà lassative, ha anche 

un‟attività antitumorale in vitro e in vivo. Tale molecola presenta una specificità d‟azione 

contro tumori neuroectodermali, forme aggressive di cancro che colpiscono in modo 

particolare i bambini. Essa si accumula solamente all‟interno delle cellule tumorali e ne 

induce la morte per apoptosi, mentre non compare nelle cellule sane degli altri tessuti, 

come le cellule del sangue e i fibroblasti, solitamente danneggiate dalla chemioterapia 

classica. I tumori trattati non solo non crescono di volume, ma mostrano una regressione 

(Pecere et al., 2000). Un altro studio ha messo in evidenza che l‟aloe-emodina è in grado di 
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inibire la proliferazione cellulare e di indurre apoptosi in due diverse linee di tumori epatici 

umani (Hep G2 e Hep 3B), seppure con meccanismi intracellulari diversi (Kuo et al., 

2002). 

Studi dimostrano che antrachinoni e diidrossiantrachinoni posseggono attività 

antimicrobica (Wu et al., 2006) e altri l'effetto antimicrobico dell‟aloe-emodina su 

arilammina N-acetil transferasi in Helicobacter pylori (Wang et al., 1998). Antrachinoni 

hanno mostrato attività antimicrobica anche contro i ceppi di Staphylococcus aureus e 

contro Escherichia coli, probabilmente attraverso l'inibizione del trasporto dei soluti nelle 

membrane (Hamman, 2008;. Lone et al., 2009) 

Aloina, aloe-emodina e aloesina purificato da Aloe barbadensis sono stati testati contro la 

leucemia mieloide acuta (AML) e la leucemia linfocitica acuta (ALL). I metaboliti 

secondari dell‟Aloe hanno mostrato una significativa citotossicità dose-dipendente. E‟ stato 

anche osservato che il trattamento di cellule leucemiche AML con tali composti  ha portato 

a una diversa frammentazione del DNA internucleosomale, caratteristica di cellule in fase 

di apoptosi. L'Aloe-emodina è risultato essere il composto più attivo, seguito da aloesina e 

aloina. (El-Shemy et al., 2010).  

La somministrazione per via orale di estratto di Aloe arborescens riduce lo sviluppo di 

adenocarcinomi pancreatici indotti da N-Nitrosobis(2-oxopropil)amina (BOP) in hamster 

siriani, come conferma anche la diminuzione, in queste cellule, dei livelli di O
6
-

metildeossiguanosina (O
6
-medG): l‟alchilazione del DNA è infatti considerata uno degli 

eventi associati alle fasi iniziali dell„induzione delle lesioni neoplastiche (Furukawa et al., 

2002). 

L‟Aloe arborescens inibisce inoltre lo sviluppo di lesioni preneoplastiche indotte da 

dietilnitrosamina nel fegato di ratti (Tsuda et al., 1993) e di carcinomi duodenali indotti da 

N-etil-N‟-nitro-N-nitrosoguanidina in topi (Chihara et al., 2000). 

La somministrazione di estratti di Aloe arborescens a topi trattati con 12-O-

tetradecanoilforbol-acetato (TPA) riduce la formazione di edemi e inibisce l‟attività della 

ornitina decarbossilasi (ODC), un enzima che catalizza la sintesi di putrescina da ornitina e 

che è uno degli elementi chiave nel processo biochimico di insorgenza dei tumori della 

pelle. Gli estratti diminuiscono, inoltre, sensibilmente il numero di tumori indotti per 

trattamento combinato con 7,12-dimetilbenz[a]antracene (DMBA) e TPA (Shimpo et al., 

2002). 

L‟effetto chemopreventivo dell‟estratto di Aloe può essere imputato a composti che sono 

in grado di interagire con enzimi coinvolti nel processamento degli xenobiotici: potrebbe 



17 

 

inibire alcuni enzimi della fase I, deputati all‟attivazione degli xenobiotici o attivare gli 

enzimi delle reazioni di detossificazione (enzimi della fase II) determinando così una 

riduzione della formazione di addotti del DNA (Kim et al., 1997; Kim et al., 1999; Shimpo 

et al., 2001; Furukawa et al., 2002). Gli enzimi del metabolismo degli xenobiotici 

appartengono infatti a due famiglie: gli enzimi della fase I (citocromo P450), deputati 

all‟attivazione di composti, generalmente attraverso reazioni di ossidazione o riduzione e 

quelli della fase II, che coniugano i prodotti funzionalizzati a composti endogeni tipo 

glutatione, acido glucuronico etc. Sebbene il loro ruolo principale sia quello di 

detossificare gli xenobiotici, molti citocromi P450 possono attivare dei procarcinogeni a 

forme altamente reattive (Shimpo et al., 2001). E‟ noto che l‟Aloe contiene una varietà di 

antiossidanti dei quali è stata dimostrata un‟influenza sul metabolismo dei cancerogeni. La 

somministrazione orale di Aloe arborescens diminuisce sensibilmente la formazione di 

lesioni preneoplastiche (ACF) indotta da azoximetano (AOM) nei ratti, inducendo un 

aumento dei livelli di attività dell‟enzima chinone-reduttasi (QR), un enzima della fase II 

presente nel fegato e responsabile della regolazione coordinata di altri importanti enzimi 

della fase II come la glutatione-S-trasferasi (GST) (Shimpo et al., 2001). Come già 

accennato, l‟estratto di Aloe arborescens provoca negli epatociti di ratto una significativa 

riduzione dei livelli di CYP1A2, un enzima della famiglia del citocromo P450 responsabile 

dell‟attivazione a cancerogeno della IQ (2-amino-3-metilimidazo(4,5-f)chinolina) e mostra 

una tendenza a ridurre la formazione di addotti IQ-DNA (Uehara et al., 1996). 

Tale attività appare correlata a composti fenolici quali aloenina, barbaloina e isobarbaloina 

(questi ultimi conosciuti anche come, rispettivamente, aloina A e B), che sono tra i 

maggiori costituenti dell‟Aloe arborescens (Kuzuya et al., 2001; Shimpo et al., 2001; 

Shimpo et al., 2002). L‟attività antitumorale dell‟Aloe potrebbe dipendere anche da un 

aumento dell‟immunità tumore-specifica (Yoshimoto et al., 1987). 
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2    MATERIALI E METODI 

 

2.1 Preparazione degli estratti di epidermide da foglie di Aloe 

arborescens 

 

Per gli esperimenti riportati in questa Tesi sono state utilizzate piante di Aloe arborescens 

di 3 anni acquistate presso il vivaio Michelini di Viterbo. 

Per la preparazione dell‟estratto di epidermide si è effettuata una prima separazione 

meccanica dei due tessuti: l‟epidermide, di colore verde intenso, che riveste per intero la 

foglia e un tessuto lacunoso, traslucido e incolore che costituisce il “gel” localizzato nella 

parte interna della foglia. L‟epidermide fogliare è stata rimossa per mezzo di un bisturi, 

eliminando così il gel, successivamente  è stata lavata con acqua distillata, asciugata e 

infine pesata. 

E‟ stato aggiunto un volume di etanolo equivalente al peso del tessuto di epidermide e si è 

proceduto ad omogeneizzarla, lasciandola poi in estrazione per circa 30 minuti al buio. Il 

liquido risultante, di colore verde intenso, è stato centrifugato per 5 minuti a 2500 rpm a 

temperatura ambiente e successivamente è stato completamente portato a secco per mezzo 

di un flusso di azoto gassoso. L‟estratto disidratato così ottenuto è stato conservato a  -

20°C, coperto da carta stagnola per limitare eventuali alterazioni dovute alla luce. 

 

 

2.2 Colture cellulari 

 

L‟estratto è stato saggiato su modelli cellulari di mammifero. 

Uno dei modelli cellulari scelti per valutare gli effetti degli estratti di Aloe arborescens è 

costituito da cellule di mieloma di topo della linea cellulare P3X63-Ag8.653. Si tratta di un 

mieloma non secernente, che ha perso cioè la capacità di produrre sia le catene pesanti che 

quelle leggere delle immunoglobuline, sub clone della linea P3X63-Ag8 (Hay et al., 1988). 

Le cellule appartenenti a questa linea  presentano una morfologia linfoblastoide e crescono  

in sospensione in terreno di coltura Dulbecco‟s Modification of Minimum Essential 
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Medium (DMEM) complementato con siero fetale bovino (FBS) al 10% e glutammina 

2Mm. 

Un‟altra linea cellulare utilizzata per i saggi biologici è quella delle HL-60, cellule umane 

di leucemia promielocitica. Queste cellule crescono in sospensione in terreno RPMI 

1640,80%, complementato con siero fetale bovino 20% e glutammina 2 mM . Mancano di 

specifici marcatori per cellule linfoidi ma esprimono recettori di superficie per il 

frammento e il complemento Fc (Gallagher et al, 1979). Manifestano un‟ attività di 

fagocitosi e di risposta a stimoli chemiotattici. Possono anche formare colonie in mezzi 

semi-solidi e producono tumori sottocutanei in topi nudi.  

Le cellule sono state mantenute in incubatore a 37°C e in un‟atmosfera arricchita di CO2 al 

5%. 

Il terreno contiene normalmente anche rosso fenolo, un indicatore visivo di pH che ha un 

colore rosso a pH 7.3, vira al giallo a pH acido, al rosso-viola a pH alcalino. Con il 

proliferare delle cellule il colore del terreno tende al giallo a causa dell‟acidificazione 

provocata dai cataboliti prodotti dal metabolismo cellulare ed è perciò importante sostituire 

spesso il terreno “esausto” con terreno fresco (De Filippi e Tarone, 1993). 

Tutti i passaggi inerenti le cellule sono stati effettuati utilizzando una cappa sterile 

Biohazard a flusso laminare verticale (Gelaire mod.BSB 3-S), con l‟ausilio di piastre, 

provette (Falcon) e punte sterili. 

 

 

2.2.1 Congelamento delle cellule 

 

La soluzione di conservazione per il congelamento delle cellule è stata preparata con siero 

fetale bovino (FBS) e dimetilsolfossido (DMSO) in proporzione 10:1. L‟FBS è stato prima 

scomplementato ad una temperatura di 56°C per 30 minuti all‟interno di un bagnetto 

termico e filtrato in condizioni sterili. 

Successivamente è stato aggiunto il dimetilsolfossido (DMSO). Le cellule da congelare 

sono state prelevate dai pozzetti e centrifugate per 10 minuti a temperatura ambiente a 

1.500 rpm in provette sterili. Il sopranatante è stato sostituito con la soluzione di FBS e 

DMSO e il tutto è stato trasferito in criotubi (Nalgene) conservati poi in congelatore ad una 

temperatura di -80°C. 
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Alcuni criotubi sono stati invece trasferiti in azoto liquido, dove le cellule possono essere 

conservate per tempi estremamente lunghi. 

 

 

2.2.2  Scongelamento delle cellule 

 

I  criotubi  sono  stati  prelevati  dal  congelatore  e, da una temperatura di  -80°C, sono 

stati posti in un bagnetto termico a 37°C, in modo che lo scongelamento avvenisse in 2-3 

minuti. Poi sono stati aggiunti, lentamente, nel tempo di un minuto, 100 l di DMEM a 

37°C; quindi sono stati aggiunti altri 200 l nel minuto successivo, poi 400 l, 800 l, 

1.600 l, 3.200 l: il tutto in circa 6 minuti. Si è proceduto poi a centrifugare a 1.000 rpm 

per 5 minuti. Dopo aver aspirato il sopranatante, è stato aggiunto un volume di terreno 

fresco adeguato alla quantità di cellule sedimentate. 

 

 

2.3 Conte cellulari 

 

Per seminare un numero preciso di cellule in pozzetti o in fiasche si è utilizzato il sistema 

della conta cellulare impiegando la camera contaglobuli di Thoma-Zeiss costituita da un 

vetrino suddiviso in 4 aree, ciascuna contenente 16 quadratini. Il lato di un quadratino è di 

1/20 mm, quindi la sua area è 1/400 mm²; la distanza tra il vetrino e il coprioggetto  è di 

100 m, perciò il volume di un quadratino è di 1/4000 mm
3
. 

Per valutare la presenza di cellule morte è stato utilizzato il test di vitalità a base di una 

soluzione allo 0,4% di Trypan Blue, colorante che penetra solo nelle cellule che hanno 

perso l‟integrità di membrana e che sono, perciò, morte.  

Dopo averne risospeso accuratamente il contenuto, da ogni pozzetto sono stati prelevati 10 

μl di sospensione cellulare; a questi sono stati aggiunti 10 μl della soluzione di Trypan 

Blue e si è proceduto ad effettuare la conta per mezzo della camera di Thoma-Zeiss e di un 

microscopio ottico invertito. Il numero di cellule/ml è stato ottenuto applicando la seguente 

formula: 
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n° totale di cellule = n° medio di cellule x 10.000 x D x V 

dove: 

 n° medio di cellule = n° di cellule per area / n° di quadratini per area 

 D = fattore di diluizione (1:2) 

 V = volume di sospensione (1ml) 

 10.000 = fattore correlato alla struttura della camera conta globuli utilizzata 

 

 

2.4 Saggi biologici: trattamenti di cellule di mieloma murino della linea 

P3X e della linea umana di leucemia promielocitica HL60 con 

estratti di epidermide di Aloe arborescens 

 

Cellule delle linee P3X e HL60  sono state trattate con estratto di epidermide  di Aloe 

arborescens. I trattamenti sono stati effettuati utilizzando piastre da 96 pozzetti in cui sono 

state seminate 100.000 cellule/ml. Dopo un‟ora di incubazione sono stati somministrati 

rispettivamente 0,3 mg/ml, 0,6 mg/ml e 1,2 mg/ml  di estratto di epidermide di Aloe; è 

stato effettuato anche un controllo costituito da pozzetti con lo stesso numero di cellule non 

trattate. I risultati sono stati valutati a 20 e 40 ore dal trattamento utilizzando test MTT. 

 

 

2.5 Saggi MTT (bromuro di metil tiazolil difenil tetrazolio) 

 

Il saggio MTT permette di analizzare la proliferazione di cellule vitali presenti in un 

determinato campione mediante una stima della loro attività metabolica, per mezzo di 

utilizzo dei sali di tetrazolio ed in particolare del 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil 

tetrazolio bromuro (MTT). Questi vengono ridotti da deidrogenasi mitocondriali NAD-

dipendenti a composti colorati chiamati formazani (Berridge et al., 1996) ed è pertanto 

possibile convertire i dati ricavati da una lettura spettrofotometrica in un‟ informazione 

quantitativa circa il metabolismo cellulare. Solo i mitocondri attivi delle cellule vive, 

infatti, sono in grado di operare questa trasformazione e, poiché l‟assorbanza di questi 

composti è funzione della loro concentrazione, da questa si può risalire al numero di 

cellule vitali nel campione. 



22 

 

L‟ MTT è stato sciolto in PBS in modo da ottenere una soluzione con una concentrazione 

finale di 5 mg/ml che è stata poi filtrata e ripartita in aliquote conservate al buio a -20°C. 

Le piastre da 96 pozzetti contenenti le cellule sono state centrifugate a 1500 rpm per 5 

minuti. In seguito sono stati prelevati da ogni pozzetto, 200 l di terreno mediante 

l‟utilizzo di una pipetta multicanale e aggiunti 100 l di terreno fresco e 10 l di MTT 

previamente scongelato. Dopo aver agitato bene le piastre, sono state lasciate in incubatore 

per 3 ore per dare alle cellule il tempo di metabolizzare l‟MTT. Trascorso il tempo dovuto, 

ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 100 l di soluzione DMSO (Dimetil solfossido) per 

solubilizzare i cristalli formatisi: si è così ottenuta una colorazione sul violetto. Il contenuto 

dei  pozzetti poi è stato accuratamente sospeso, utilizzando una pipetta multicanale, fino al 

completo scioglimento dei cristalli; la piastra è stata poi messa nuovamente in incubatore. 

Trascorsi 30 minuti, si è proceduto alla lettura delle piastre, utilizzando un lettore Sunrise 

(Tecan) per determinare l‟assorbanza, ad una lunghezza d‟onda di 595 nm.  

 

 

2.6 Analisi Immunofluorescenza 

 
 La componente microtubulare del citoscheletro delle cellule P3X e HL60 è stata studiata 

come possibile target per la valutazione degli effetti di estratto da foglie di Aloe 

arborescens. Le cellule P3X e HL60 non trattate (controllo),  cellule P3X e HL60  trattate 

per 15 ore con 1,2 mg/ml di estratto di epidermide (Extr) di Aloe arborescens sono state 

seminate nel numero di 100.000/ml cellule in DMEM. Dopo il periodo di incubazione i 

campioni sono stati raccolti per centrifugazione a 1000 giri/min, i surnatanti sono stati 

scartati e il pellet è stato risospeso in PBS, pH 7,4.  Le sospensioni cellulari sono state 

poste su vetrini coprioggetto  rivestiti  di  polilisina e incubate a 37 °C per 60 minuti. La 

sospensione di cellule in eccesso è stata aspirata e i coprioggetti sono stati sciacquati 

brevemente in PBS e successivamente  sono stati immersi prima in metanolo e poi in 

acetone a -20°C per 10 minuti ciascuno.  

Dopo due lavaggi in PBS, ogni vetrino è stato posto su una goccia di tampone bloccante  

(1% di albumina sierica bovina in PBS) per 30 minuti a 37° C al fine di bloccare i siti di 

legame non-specifico.  Quindi i campioni sono stati incubati con anticorpo monoclonale 

primario per la subunità α-tubulina (Amersham, UK) diluito 1:400 in tampone bloccante,   

per 1 ora a temperatura ambiente. Dopo aver sciacquato tre volte in PBS, i coprioggetti 
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venivano asciugati ed incubati per un‟ora con un anticorpo secondario IgG anti-topo 

coniugato con Fluoresceina IsoTioCianato (Alexa Fluor 594) diluito 1:100 in tampone 

bloccante. Per la valutazione di possibili colorazioni aspecifiche, alcuni campioni di 

controllo sono stati preparati omettendo l'anticorpo primario. Dopo tre lavaggi in PBS, la 

colorazione degli acidi nucleici è stata ottenuta con 5 minuti di incubazione con DAPI 

(4,6-diamino-2-phenylindolo di cloridrato)  (Sigma-Aldrich) e poi i coprioggetti sono stati 

montati su vetrini con una goccia di soluzione al 5% di n-propile gallate in glicerolo allo 

scopo di ridurre il processo di fading.  

Per l‟immunofluorescenza effettuata per valutare l‟espressione della proteina p53 le cellule 

P3X non trattate (controllo) e cellule P3X e trattate per 20 ore con 1,2 mg/ml di estratto di 

epidermide (Extr) di Aloe arborescens sono state seminate nel numero di 100.000/ml 

cellule in DMEM, è stato utilizzato l‟anticorpo FL393 (Santa Cruz Biotechnology, Inc), 

diluito 1:100  in tampone bloccante (BSA). 

Come secondario è stato utilizzato un anticorpo policlonale coniugato con rodamina  

diretto contro le IgG di coniglio (Alexa Fluor 488), diluito 1:100  in tampone bloccante 

(BSA). 

Le immagini sono state acquisite utilizzando un Microscopio Axiophot 2 dotato di una 

videocamera a colori (AxioCam MRC) e un software AxioVision (Zeiss).  

 

 

2.7 Western blot  

 

Il Western blott è stato effettuato in collaborazione con il Dottor Giampiero Cai 

dell‟Università degli Studi di Siena. Le cellule P3X non trattate (controllo) e cellule P3X e 

trattate per 20 ore con 1,2 mg/ml di estratto di epidermide (Extr) di Aloe arborescens sono 

state seminate nel numero di circa 100.000/ml cellule in DMEM. Le cellule sono state 

raccolte per mezzo di centrifugazione a 1000 rpm per 5 minuti. Il pellet di cellule è stato 

lavato due volte in PBS e poi risospeso in 100 l di PBS contenente 2mM del composto 

riducente DTT e degli inibitori di proteasi. Le cellule sono state lisate con pestelli per 

eppendorf in presenza di ghiaccio. 

Il lisato è stato successivamente centrifugato a 1000 rpm per 5 minuti; il supernatante è 

stato poi centrifugato a 30000 rpm per 1 ora a 4°C. Il pellet corrispondente alla frazione 
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membranale è stato risospeso in Laemmli Sample Buffer 1X; il supernatante formato da 

proteine citosoliche è stato denaturato in Laemmli Sample Buffer 6X. 

La concentrazione proteica è stata determinata con i 2D Quant-kit della GE, sono stati 

caricati 30 g di proteine per lane. 

L‟anticorpo utilizzato è stato lo stesso impiegato nell‟immunofluorescenza per la p53 

diluito 1:500. 

Dopo l‟immunoblotting, l‟intensità delle bande è stata calcolata con il software Quantity 

One ed espressa come Integrated Density (ID). Il software effettua una misura 

dell‟intensità delle bande rispetto a un valore di fondo, che è il background del blot, e ne 

calcola la differenza di intensità. 

 

 

2.8 Indagini di microscopia elettronica a  scansione (SEM) e a 

trasmissione (TEM) 

 

Le indagini di microscopia elettronica sono state effettuate presso il centro di microscopia 

elettronica dell‟Università della Tuscia di Viterbo (CIME) dalla Dott.ssa Anna Rita 

Taddei. Circa 3.000.000 cellule delle linee P3X e HL60  sono state seminate in 30 ml di 

DMEM in fiasche da 75 cm3. Sono stati preparati i seguenti campioni: cellule di controllo 

(cellule non trattate), cellule P3X  e HL60 trattate per 20 ore con 1,2 mg/ml di estratto di 

epidermide (Extr) di foglie di Aloe arborescens. Le cellule sono state raccolte in tubi e 

centrifugate, i surnatanti scartati e i pellet fissati con paraformaldeide al 4% e glutaraldeide 

5%, pH 7.2 in 0.1 M tampone cacodilato per 1h a 4 ° C [20 articolo aloe] . I campioni sono 

stati mantenuti overnight nello stesso tampone, e il giorno dopo sono stati post-fissati in 

tetrossido di osmio 1% in tampone cacodilato per 1 ora a 4 ° C  e successivamente lavati  

nello stesso tampone per 90 minuti. Per effettuare i vari passaggi di sostituzione delle 

soluzioni durante la fissazione ed il lavaggio, le cellule sono state fatte sedimentare in 

microprovette eppendorf mediante centrifugazione a 3000 rpm per 3 minuti. 

Successivamente i campioni sono stati disidratati per mezzo di passaggi in soluzioni a 

concentrazioni crescenti di etanolo: dal 50% al 75% mantenendoli nelle eppendorf e da 

75% al 100% trasferendoli su vetrini portaoggetto polilisinati. 

 Per le indagini SEM, i campioni sono poi stati essiccati sfruttando il metodo del punto 

critico utilizzando anidride carbonica liquida nell‟apparato Unione Balzers CPD 020, 



25 

 

sputter rivestito con oro in una unità Balzers MED 010 e osservato con un microscopio 

elettronico JSM JEOL 5.200. 

Per le indagini  TEM, i campioni sono stati fissati e disidratati come sopra descritto ed 

inclusi in una miscela di resina Epon. Le sezioni sottili (50-70 nm) sono state tagliati con 

un ultramicrotomo Reichert Ultracut, raccolte su griglie di rame, colorate con acetato di 

uranile e citrato di piombo e osservate con un microscopio elettronico JEOL 1200 EX II.  

 

 

2.9 Cromatografia su strato sottile degli spot costituenti l’estratto (Thin 

Layer Chromatography, TLC) 

 

 I campioni utilizzati previamente preparati sono stati caricati su una lastrina quadrata di 

dimensioni 20x20 (ICN Adsorbentien,ICN), a circa 1,5 cm dal bordo inferiore, sotto forma 

di spot distanti circa 1,5 cm l‟uno dall‟altro. Per far adsorbire piccole quantità di estratti di 

epidermide di Aloe alla silice sono stati utilizzati una siringa (Cromagold-ICN) e un getto 

d‟aria fredda che ha permesso una più rapida evaporazione del solvente, limitando così le 

dimensioni degli spot che, per diffusione, tenderebbero invece ad espandersi 

compromettendo la successiva separazione.   

Ciascuna lastra è stata caricata con 12 spot, ciascuno contenente 30 l di estratto alcolico 

di epidermide ottenuto da piante adulte. La fase mobile era costituita da una miscela (1:1) 

di etanolo assoluto e di cloroformio. 

Per l‟effettuazione delle corse cromatografiche è stata utilizzata una  camera di vetro dotata 

di coperchio e di scanalature verticali appositamente studiate per inserirvi le lastre e i 

solventi costituenti la fase mobile. Quando la linea del fronte di migrazione del solvente si 

è trovata a circa 4 cm dal bordo superiore della lastra, questa è stata tolta dalla camera di 

vetro, la fase mobile di cui la lastra era imbibita era fatta evaporare e si è poi preceduto a 

visualizzare l‟avvenuta separazione mediante lampade UV di lunghezza d‟onda pari a 365 

nm, 263 nm ( Blak-Ray) in grado di visualizzare i componenti separati sotto forma di spot 

aventi ciascuno una particolare intensità e colorazione. 

La fase di rivelazione ha permesso di calcolare valori di RF (rapporto frontale), determinati 

dal rapporto tra la distanza percorsa dal singolo spot e quella percorsa dal fronte della fase 

mobile. 
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2.10 Eluizione e saggi delle frazioni e degli spot 

 

La lastra ottenuta è stata suddivisa in tre frazioni denominate rispettivamente F1, F2, F3. 

Nella frazione F1 è presente un residuo R e due spot denominati Spot A e Spot B.  

Nella frazione F2 sono presenti due spot, denominati Spot C e Spot D. 

Nella frazione F3 sono presenti tre spot, denominati Spot E, Spot F, Spot G. 

Le tre frazioni sono state prelevate dalla lastra e singolarmente eluite utilizzando come 

solventi acqua ed etanolo in base alla polarità delle molecole che si trovano nelle singole 

frazioni, con un rapporto peso/volume di 5 ml di solvente per grammo di silice . 

Le soluzioni utilizzate sono: 

1) Frazione F1: 100% acqua bidistillata;  

2) Frazione F2: 50% acqua bidistillata e 50% etanolo; 

3) Frazione F3: 100% etanolo; 

Dopo 30 minuti le frazioni processate in questo modo sono state centrifugate (14.000 giri 

per 3 minuti) per eliminare la silice. La fase liquida di ogni frazione dopo opportuna 

filtrazione con membrane di nylon dal diametro dei pori di 0,22 m, è stata trasferita in 

una provetta per essere portata a secco per mezzo di un flusso di azoto. Si è proceduto a 

testare le tre frazioni separatamente sulle cellule P3X e HL60 effettuando saggi preliminari 

dove sono stati somministrati alle cellule 0,4 mg/ml di ciascuna frazione per millilitro di 

medium di coltura. 

Dopo aver individuato la frazione contenente i principi biologicamente attivi, si è 

proceduto a saggiare singolarmente gli spot della frazione 3 mediante saggi biologici  su 

cellule P3X  e HL60 in una concentrazione pari a 0,2 mg/ml. 

I singoli spot E, F e G sono stati, dopo l‟individuazione, prelevati dalla lastra 

cromatografica ed eluiti in etanolo con un rapporto peso/volume di  5 ml di solvente per 

grammo di silice e dopo 30 minuti sono stati centrifugati  (14.000 giri per 3 minuti) per 

eliminare la silice. La fase liquida di ogni frazione è stata filtrata e trasferita in una provetta 

per essere portata a secco per mezzo di un flusso di azoto. 
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2.11 Cromatografia liquida ad alta pressione (ReversePhase-High 

Performance Liquid Chromatography, RP-HPLC) 

 

Le analisi riportate in questa Tesi sono state effettuate per mezzo di un cromatografo 

Shimadzu LC-10AT –VP dotato di uno spettrofotometro UV/visibile adoperando una 

colonnina sephafil peptide C18. La fase mobile è costituita da acqua-acetonitrile (0 min, 

88:12; 19 min, 77:23; 24 min, 72:28; 39 min, 54:46); con un flusso di 1ml/mn. 

 La lettura è stata effettuata alle due lunghezze d‟onda del rivelatore UV-visibile pari a 

250-295 nm (Nobuyki O. et al., 1996) 

L‟estratto precedentemente preparato e somministrato alle cellule di mieloma murino della 

linea P3X, è stato analizzato mediante HPLC dopo una filtrazione preliminare attraverso 

membrane di nylon dal diametro dei pori di 0,22 m per eliminare eventuale silice residua 

e ottenendo un cromatogramma caratteristico.  

Le corse sono state effettuate iniettando 20 l di campione in ogni corsa. 

 

 

2.12 Spettrometria di massa dell’estratto totale di epidermide da foglie 

di Aloe arborescens 

 

L'estratto totale di Aloe arborescens è stato sottoposto ad analisi di spettrometria di massa 

presso il laboratorio della Dr.ssa Laura Salvini, Toscana Life Sciences di Siena. Le analisi 

LC-MS sono state condotte utilizzando un cromatografo Ultimate 3000 (Dionex) 

equipaggiato con un rivelatore UV e un auto campionatore, accoppiato tramite 

un‟interfaccia elettrospray ad uno spettrometro di massa LTQ-Orbitrap (ThermoFisher 

scientific). 

La separazione dei composti è stata eseguita usando una colonna C18 di 150 mm × 2,1 

millimetri id con particelle di 5 micron (Phenomenex, Supelco). La colonna è stata 

mantenuta a 25 ° C. 15 μl di ciascun campione sono stati iniettati nel sistema LC-MS e gli 

analiti sono stati separati usando un gradiente lineare con 0,1% di acido trifluoroacetico 

(A) e acetonitrile (B):  0-1, min 30% B; 1-20 min, 30-100% B, 20-25 min B 100% e poi di 

nuovo alla condizione iniziale in 2 minuti. La colonna è stata quindi equilibrata per 6 
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minuti. Il flusso utilizzato è stato di 0.2 mL / min. e gli spettri UV-VIS sono stati registrati 

a 280 e 360 nm. È stato quindi utilizzato come rivelatore lo spettrometro di massa LTQ 

Orbitrap (Thermo Fisher, Brema, Germania) dotato di ionizzatore Ion Max Electrospray 

(ESI). 

Gli spettri di massa sono stati acquisiti sia in positivo che in modalità negativa. Le 

condizioni della modalità elettrospray positivo-ion erano: tensione di 4,5 kV, riscaldata 

temperatura del capillare 275 ° C, tensione del capillare di 46,5 V e 92 V del tubo lente 

Le condizioni della modalità Electrospray ioni negativi erano: tensione di 3,2 kV, 

temperatura del capillare di 275 ° C, tensione di  -45 V e tensione del tubo lente -100 V.  

Gli spettri di massa totale sono stati acquisiti sia in bassa che in alta risoluzione (60.000 

FWHM) e sono stati elaborati utilizzando Xcalibur (versione del software 2.0). 

L‟identificazione dei composti è stata effettuata sia sulle molecole protonate o cationizzate 

(positive ion mode), che sulle molecole deprotonate (negative ion mode) con una finestra 

di 5ppm. 

 

 

2.13 Risonanza Magnetica Nucleare (NMR) dello spot E 

 

Lo spot E, isolato per mezzo di procedure di TLC, è stato sottoposto ad analisi NMR al 

fine di caratterizzare chimicamente i suoi costituenti, presso il Laboratorio del Prof. P. 

Manitto, Dipartimento di Chimica Organica e Industriale, Università di Milano. Dopo aver 

portato a secco una soluzione acquosa dello spot E, il residuo è stato disciolto in metanolo 

deuterato e gli spettri sono stati acquisiti mediante uno spettrometro Bruker Advance 400 

equipaggiato con software package xwinmr a 400.133 MHz. I chemical shifts sono stati 

riferiti al segnale del solvente (H 3.35 da TMS). 
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2.14 Determinazione quantitativa dell’aloenina, della barbaloina e 

dell’isobarbaloina  

 

Singoli standard molecolari di Aloina A (Barbaloina) e Aloina B (isobarbaloina), sono stati 

acquistati presso LGC Standard e Aloenina A (99%) presso Applichem. 

Per mezzo di corse cromatografiche all‟HPLC dei singoli standard a concentrazioni scalari, 

è stato possibile costruire delle curve di taratura che hanno permesso di determinare la 

concentrazione  delle molecole presenti nell‟estratto utilizzato per i test biologici.  

Le rette di taratura sono costruite mettendo in relazione l‟assorbanza e le aree dei picchi di 

ciascun standard. 

 

 

2.15 Trattamenti con le singole molecole  

 

Le cellule di mieloma murino sono state sottoposte a trattamenti con le singole molecole 

presenti nell‟estratto di epidermide di Aloe arborescens, aloenina, isobarbaloina, 

barbaloina. 

 Le molecole sono state pesate e successivamente sciolte in etanolo; poi l‟etanolo è stato 

completamente sostituito da acqua. 

Sono state seminate un numero costante di cellule P3X pari a 100.000 per ml di DMEM in 

piastre da 96 pozzetti e sono stati effettuati saggi MTT a 20 ore dal trattamento. 

Sulla base dei risultati delle indagini quantitative previamente effettuate, ogni molecola è 

stata somministrata alle cellule di mieloma murino in concentrazioni finali di 0,10 mM, 

0,20 mM e 0,40 mM. 
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2.16 Trattamenti con le tre molecole in soluzione 

 

Le cellule di mieloma murino sono state sottoposte a trattamenti con soluzioni composte 

dalle molecole aloenina, isobarbaloina e barbaloina a diverse concentrazioni. 

Le molecole sono state pesate e sciolte in etanolo, poi l‟etanolo è stato fatto completamente 

evaporare ed è stato sostituito da acqua. 

Sono state seminate un numero costante di cellule P3X pari a 100.000 per  ml di DMEM in 

piastre da 96 pozzetti, e sono stati effettuati saggi MTT a 20 ore dal trattamento. Con le 3 

molecole sono state preparate 9 miscele diverse. 

Le prime tre rispecchiano i rapporti stechiometrici tra le tre molecole nell‟estratto variando 

nella soluzione 2 e nella soluzione 3 le concentrazioni totali, aumentate rispettivamente del 

20% e del 100%. 

Nelle soluzioni successive sono stati variati i rapporti stechiometrici. 

Nella soluzione 4, 5, 6 era stata aumentata del 20% una molecola mantenendo invariate le 

concentrazioni delle altre due molecole. 

Nella soluzione 7, 8, 9 sono state aumentate del 20% le concentrazioni di due delle tre 

molecole  mantenendo invariata la concentrazione della terza.  

 

 Sol 1 Sol 2 Sol 3 

aloenina 0,190 mM 0,230 mM 0,380 mM 

isobarbaloina 0,048 mM 0,057 mM 0,096 mM 

Barbaloina 0,056 mM 0,067 mM 0,112 mM 

 

 Sol 4 Sol 5 Sol 6 

Aloenina 0,190 mM 0,190 mM 0,230 mM 

isobarbaloina 0,048 mM 0,057 mM 0,048 mM 

Barbaloina 0,067 mM 0,056 mM 0,056 mM 

 

 Sol 7 Sol 8 Sol9  

Aloenina 0,230 mM 0,190 mM 0,230 mM 

isobarbaloina 0,057 mM 0,057 mM 0,048 mM 

Barbaloina 0,056 mM 0,067 mM 0,067 mM 
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3    Risultati  

 

3.1 Somministrazione dell’ estratto di epidermide fogliare di Aloe 

arborescens su cellule delle linee P3X e HL60 e test vitalità cellulare 

(MTT)  

 

I risultati dei test MTT su cellule della linee P3X e HL60 dopo 20 e 40 ore di trattamento 

con 0,3 mg/ml, 0,6 mg/ml e 1,2 mg/ml di estratto di epidermide fogliare di Aloe 

arborescens sono riportati in Fig.1. e mostrano chiaramente che l‟estratto ha inibito 

significativamente in modo dose-dipendente le cellule di mieloma murino P3X sia a 20 che 

a 40 ore dal trattamento. Mentre le cellule non trattate (Contr) hanno avuto una consistente 

attività proliferativa, nelle P3X trattate si è riscontrato circa il 40% di inibizione della 

crescita cellulare con 0,3 mg/ml di estratto che sale al 60% circa con 0,6 mg/ml a 20 ore. A 

40 ore, per entrambi i trattamenti, le cellule sembrano aver ripreso a crescere, mentre con 

1,2 mg/ml di estratto si è riscontrato circa l'86% di inibizione cellulare a 20 ore dal 

trattamento che sale a 97% a 40 ore dal trattamento. IC50 per le p3x è pari a 0,70 mg/ml a 

20 ore dal trattamento. 

Le cellule, osservate per mezzo di un microscopio ottico invertito (Fig.2), denotavano dopo 

il trattamento con estratto, una morfologia irregolare e nel caso del trattamento più alto 

(Fig. 2d), mostravano un profondo cambiamento morfologico con un nucleo molto 

addensato. 
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Fig.2: Immagini al microscopio ottico (40X) di cellule P3X a 20 ore dal 

trattamento con estratto di Aloe Arborescens 

2a.    P3X  -  controllo 

 
2b.   P3X  - 0,3 mg/ml di estr. 

 

 

 

  2c.   P3X  - 0,6 mg/ml di estr. 

 

 

 

2d.   P3X  - 1,2 mg/ml di estr. 

 

 

 

Fig.1: Grafico relativo al test MTT effettuato su cellule P3X dopo 20 e 

40 ore dal trattamento con estratto di Aloe Arborescens  

 

       

       10µm 

 

      

 
 

      10µm 

 

      

 
 

      10µm 

 

      

 
 

      10µm 



33 

 

Lo stesso trattamento effettuato su cellule della linea HL60, i cui risultati sono riportati 

nella Fig.3, mostra che dopo 20 ore con 0,3 mg/ml, 0,6 mg/ml e 1,2 mg/ml di estratto si è 

avuta un inibizione della proliferazione pari rispettivamente al 21%, 32% e al 57% mentre 

a 40 ore la percentuale di inibizione è risultata pari al 17% e 30% nel caso dei trattamenti 

più bassi e sale al 76% con il trattamento massiccio. IC50 per le HL60 è di 1,0 mg/ml a 20 

ore dal trattamento. Le cellule trattate osservate per mezzo del microscopio ottico (Fig.4) 

mostrano una morfologia alterata rispetto al controllo (Fig.4a), accompagnata dalla 

presenza di numerose vescicole intracellulari e, nel caso del trattamento massiccio 

(Fig.2d), la presenza di numerose cellule morte. 
 

 

 
 

    

     

   

Fig.4: Immagini al microscopio ottico (40X) di cellule P3X a 20 ore dal 

trattamento con estratto di Aloe Arborescens 

 

4a.    HL60 - Controllo 

 

 

 

4b.   HL60 – 0,3 mg/ml di estr. 

 

 

 

Fig.3: Grafico relativo al test MTT effettuato su cellule HL60 dopo 20 e 

40 ore dal trattamento con estratto di aloe   

4c.   HL60  - 0,6 mg/ml di estr. 

 

 

4d.   HL60  - 1,2 mg/ml di estr. 
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3.2 Cromatografia su strato sottile (TLC). 

 

Come riportato in Fig.5, il frazionamento tramite la cromatografia su strato sottile (TLC) 

ha permesso di separare l‟estratto di epidermide fogliare di Aloe in spot fluorescenti, 

rilevati per mezzo di raggi UV. Abbiamo chiamato gli spot, rispettivamente, R (il residuo 

che non migra durante l'avanzamento della fase mobile),  A, B,  C,  D, E, F e G. (Ogni spot 

è caratterizzato da una specifico valore di RF)   

Come riportato in Materiali e Metodi, per verificare la presenza di eventuali attività 

biologiche, come l'inibizione della proliferazione delle cellule di mieloma murino, sono 

state considerate tre diverse aree nella lastra del gel di silice. Partendo dalla parte inferiore, 

la prima frazione consisteva degli spot chiamati R, A, B, la seconda dagli spot di nome C, 

D,  e la terza costituita da E, F,G. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
La lastra cromatografica è stata suddivisa in tre frazioni denominate rispettivamente F1, 

F2, F3, dopo la loro eluizione queste sono state somministrate a cellule delle linee P3X e 

HL60 e sono stati effettuati i saggi MTT dopo 20 e 40 ore di trattamento. I risultati ottenuti 

dai test biologici sulle due linee cellulari sono riportati nelle Fig.6 e 7 . Tra le tre frazioni, 

la frazione denominata III ha mostrato avere una più marcata attività di inibizione della 

Spot RF 

G 0.95 

F 0.92 

E 0.89 

D 0.69 

C 0.46 

B 0.36 

A  0.28 

R  0 

Fig. 5  Schema della lastra cromatografica (TLC) 

dell’estratto di Aloe arbortescens 

 

FRAZIONE   I 

FRAZIONE   II 

FRAZIONE   III 
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proliferazione cellulare sia sulle P3X che sulle HL60, sia a 20 che a 40 ore dal trattamento, 

rispetto alle altre frazioni, anche se una inibizione del 27% è risultata presente anche nella 

somministrazione della frazione I sulle cellule della linea P3X. 

 

 

 

 

 

 

 

Da ulteriori test MTT effettuati somministrando i singoli spot E, F e G contenuti nella 

frazione III, lo Spot E è risultato essere quello più attivo per quanto riguarda l'attività di 

inibizione cellulare sia sul mieloma murino P3X che sulle HL60 (Fig.8 e 9).  

Fig.7: Grafico relativo al test MTT effettuato su cellule HL60  dopo 20 e 40 ore dal 

trattamento con le frazioni TLC 

Fig.6: Grafico relativo al test MTT effettuato su cellule P3X  dopo 20 e 40 ore dal 

trattamento con le frazioni TLC 
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Dal confronto tra l'attività dell‟estratto di epidermide fogliare sulle due linee cellulari 

rispetto a quella esercitata dallo Spot E, risulta chiaro però che il livello di attività 

derivante dalla somministrazione dello Spot E è comunque decisamente inferiore 

all‟attività dell‟estratto in toto. 

Fig.8: Grafico relativo al test MTT effettuato su cellule P3X  dopo 20 ore dal 

trattamento con gli spot della frazione III  

Fig.9: Grafico relativo al test MTT effettuato su cellule HL60  dopo 20 ore 

dal trattamento con gli spot della frazione III  
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3.3 Studi  di immunofluorescenza  

 

Uno studio di immunofluorescenza, effettuato utilizzando un anticorpo contro la subunità α 

della tubulina, ha permesso di analizzare l‟organizzazione  microtubulare in cellule non 

trattate di mieloma murino P3X e HL60 (controllo) e dopo i trattamenti con estratto di 

epidermide fogliare a 15 ore dal trattamento. Tempi maggiori di trattamento non sono stati 

presi in considerazione per via del numero ridotto di cellule vive e ormai non più in grado 

di fornirci alcun tipo di informazione sull‟organizzazione microtubulare se non una 

evidente disgregazione generale dei microtubuli.  In tutti i campioni il materiale nucleare è 

stato marcato attraverso un colorante specifico il DAPI. Come riportato in Fig.10a , le 

cellule P3X non trattate rivelano chiaramente la presenza di un centro di organizzazione 

dei microtubuli (MTOC) con elementi microtubulari originati e distribuiti nel citoplasma; 

come dimostrato dalla colorazione DAPI il DNA è localizzato in una zona definita del 

citoplasma. La sovrapposizione delle immagini delle due marcature riportata, ha permesso 

di ottenere una visione più chiara della specificità della colorazione. Le cellule P3X trattate 

per 15 ore con 1,2 mg/ml di estratto (Fig.10b) hanno mostrato, nella maggior parte dei casi, 

la scomparsa del centro di organizzazione dei microtubuli e una colorazione diffusa 

probabilmente a causa della presenza di tubulina non polimerizzata nel citoplasma; la 

colorazione DAPI, è risultata essere differente rispetto alle cellule di controllo, denotando 

un addensamento del materiale nucleare. La sovrapposizione delle immagini riportata, ha 

permesso di ottenere una visione più chiara della specificità della colorazione.  

Risultati simili sono stati osservati effettuando una marcatura anti-α tubulina e con il DAPI 

anche su cellule della linea HL60 trattate con 1,2 mg/ml di estratto a 15 ore dal 

trattamento. Le cellule del controllo (Fig.10c) mostrano una tipica organizzazione 

microtubulare e il MTOC è ben evidente, e si denota un nucleo ben definito. Nelle HL60 

trattate per 15 ore (Fig.10d) sembra scomparire il MTOC e si riscontra una marcata 

depolimerizzazione dei microtubuli con la presenza di spot fluorescenti che lo 

testimoniano, il nucleo risulta marcatamente frammentato. 
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Fig.10: Cellule delle linee P3X e HL60 trattate con estratto epidermico di Aloe arborescens, 

marcate con anti -α tubulina e DAPI  
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3.4 Microscopia elettronica: SEM e TEM  

 

3.4.1 Cellule P3X trattate con estratto di epidermide fogliare di Aloe 

arborescens  

 

Le cellule di mieloma murino osservate al SEM presentano forma sferica con dimensioni 

di 8-10 micron; brevi strutture filamentose sono state osservate sulla superficie cellulare 

(Fig.11a).  

Indagini effettuate con tecniche TEM (Fig.11b) hanno mostrato una superficie regolare 

delle cellule di mieloma P3X, organelli e vacuoli nel citoplasma e un nucleo caratteristico 

di grandi dimensioni, contenente cromatina disaggregata.  
 

Dopo il trattamento con estratto di epidermide fogliare, le cellule di mieloma murino 

osservate al microscopio SEM (Fig.11c) hanno mantenuto la loro forma sferica, anche se il 

trattamento sembra influenzare la dimensione della cellula e la sua morfologia, si è 

verificata una riduzione del diametro cellulare rispetto a cellule di controllo e sono 

evidenti lobi sulla superficie cellulare.  

Indagini effettuate al TEM (Fig.11d) mostrano modificazioni a carico delle strutture 

interne alla cellula e si osservano numerose inclusioni membranose (Fig.11e) , 

probabilmente dovute a processi degenerativi. Sono risultati inoltre presenti, grandi vacuoli 

e un nucleo frammentato contenente cromatina disaggregata. 
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3.4.2 Cellule HL60 trattate con estratto di epidermide fogliare di Aloe 

arborescens  

Le cellule HL60 di controllo appaiono al SEM di forma sferica con la superficie 

caratterizzata da strutture filamentose, il diametro è di circa 10 µm. (Fig.12a) 

Al TEM (Fig. 12b) le sezioni mostrano un grosso nucleo al cui interno è visibile cromatina 

disaggregata, nel citoplasma sono presenti organelli e vescicole. 

Le cellule HL60 trattate con estratto epidermico di aloe mostrano al SEM (Fig. 12c,d) un 

profondo cambiamento a carico della morfologia cellulare esterna, le strutture filamentose 

Fig.11: Immagini al microscopio 

elettronico a trasmissione (TEM) di 

cellule P3X 
 

a,b) SEM e TEM di cellule P3X di 

controllo 

c,d) SEM e TEM di cellule P3X 

sottoposte al trattamento con 1,2 mg/ml 

di estratto di aloe  

e) particolare delle strutture membranose 

presenti nel citoplasma di cellule trattate 

con estratto. 

 

a 

c 

b 

d 

e 

1µm 

1µm 

 

       

   1µm 
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presenti nel controllo sembrano scomparire quasi totalmente e si osservano invaginazioni 

della membrana cellulare e lobature esterne. 

Le immagini al TEM (Fig.12d,e) delle cellule HL60 trattate mostrano un profondo 

riarrangiamento dell‟organizzazione interna alla cellula, il nucleo si presenta spesso 

frammentato, (Fig.13a, b, c) fenomeno già riscontrato nella procedura di fluorescenza per 

mezzo del colorante DAPI, mostrando una tipica morfologia a cui va in contro la cellula 

durante il processo apoptotico. Numerose vescicole sono presenti nel citoplasma.  

 

    
 

    
 

    
                                                                                Fig.12: Immagini al microscopio elettronico a scansione (SEM) e a trasmissione 

(TEM) di cellule HL60 
a,b) SEM e TEM di cellule HL60di controllo 

c,d,e) SEM e TEM di cellule P3X sottoposte al trattamento con 1,2 mg/ml di estratto di aloe  

f) particolare delle vescicole e organelli presenti nel citoplasma di cellule trattate con estratto. 
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Fig.13 Immagini al microscopio elettronico e a trasmissione (TEM) di 

cellule HL60 trattate con estratto di aloe 
a,b) Cellule HL60 trattate con estratto di aloe con evidente frammentazione del 

nucleo 

c) particolare delle vescicole e organelli presenti nel citoplasma di cellule trattate 

con estratto. 

 

 

5µm 
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3.5 Valutazione dell’espressione della P53 

 

Le cellule P3X di controllo e le P3X sottoposte al trattamento con 1,2 mg/ml di estratto per 

20 ore, sono state sottoposte ad analisi western blot e immunofluorescenza per verificare la 

diversa espressione della proteina p53. 

 

 

3.5.1 Immunofluorescenza 

 

Il saggio è stato condotto su cellule P3X di controllo e cellule trattate con 1,2 mg/ml di 

estratto di Aloe incubate per 20 ore. Dai risultati ottenuti, utilizzando un anticorpo diretto 

contro la proteina p53, si è evidenziato nelle cellule trattate una maggiore marcatura della 

proteina p53 rispetto alle cellule P3X utilizzate come controllo. (Fig.14a) 

 

 

3.5.2 Western Blot 

 

Come evidenziato dai risultati ottenuti, nelle cellule trattate con estratto di Aloe è presente 

una banda riconosciuta dall‟anticorpo anti-p53 di peso molecolare poco al di sopra di 50 

kDa e riconducibile alla proteina di nostro interesse.  

L‟intensità delle bande relative alla proteina, calcolata con il software Quantity One ed 

espressa come Integrated Density (ID), rispetto a un valore di fondo che è il background 

del blot, è risultati pari a 8,58 ID per le cellule di controllo e 9,23 ID per quelle 

“resistenti”; che mostrano quindi una espressione leggermente maggiore della proteina 

rispetto alle cellule di controllo. Questo dato conferma il risultato ottenuto mediante 

immunofluorescenza effettuato sulla stessa tipologia di campioni cellulari. (Fig14b) 
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3.6 Cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC) 

 

L‟estratto di epidermide di foglie di Aloe arborescens è stato sottoposto ad analisi 

cromatografica liquida ad alta pressione (HPLC). 

Il cromatogramma ha messo in evidenza al suo interno la presenza di quattro picchi 

principali e una serie di picchi di minori dimensioni (Fig. 15). 

Effettuando le suddette analisi in periodi diversi dell‟anno e nel corso delle diverse fasi 

fenologiche della pianta, si è evidenziata una certa variabilità nell‟intensità dei picchi, 

conseguenza della variazione della concentrazione delle molecole nella foglia nei diversi 

periodi dell‟anno, fenomeno confermato anche da studi bibliografici (Beppu et al 2004). 

Tali differenze ricalcavano, abbastanza fedelmente variazioni nelle proprietà di inibizione 

della proliferazione delle cellule delle due linee cellulari investigate. 

Fig. 14: Valutazione dell’espressione della proteina p53 in cellule P3X di controllo e 

trattate con 1,2 mg/ml di estratto di aloe: 
 

a) Immunofluorescenza di cellule P3X di controllo e trattate con estratto,  marcate con anti p53  

b) Analisi mediante western blot dell‟espressione della p53 in cellule P3x di controllo trattate 

 

 

 

 



45 

 

Questa osservazione ha avvalorato l‟idea che, per far si che si abbia una attività biologica 

marcata, le molecole dovessero essere presenti in un determinato rapporto tra di loro ed ad 

una determinata concentrazione. 

 

 

 

3.7   Spettrometria di massa. 

 

L'estratto totale di Aloe arborescens è stato sottoposto ad analisi di spettrometria di massa 

presso il laboratorio della Dr.ssa Laura Salvini, Toscana Life Sciences di Siena. Le analisi 

LC-MS sono state condotte utilizzando un cromatografo UV accoppiato con un'interfaccia 

elettrospray ad uno spettrometro di massa LTQ-Orbitrap. È stato così possibile separare i 

diversi componenti (Fig.16) ed identificarli mediante determinazione della loro struttura 

molecolare. 

 

L'analisi di spettrometria di massa ha dato i seguenti risultati: 

 I due picchi a m/z 419 (RT: 39.85 e 41.41) sono attribuibili alla barbaloina e 

all‟isobarbaloina (aloina A e aloina B) (Fig.17 e 18) . 

 Il picco a m/z 571 (RT: 37.63) è attribuibile a un altro antrachinone la 2‟-0-

feruoloylaloesina  (Fig.19). 

  Il picco a m/z 411 (RT: 31.47) è attribuibile all‟aloenina (Fig.20). 

Fig.15: Cromatogramma HPLC dell’estratto epidemico di Aloe arborescens 
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 Il picco a m/z 555 (RT: 42.22) potrebbe essere attribuibile ad un analogo dell‟ 

isoaloeresina D con R3=COCH3  (Fig. 21). 

 Sono presenti poi altri picchi a m/z 425 (RT: 49.67), 585 (RT: 43.65), 835 (RT: 

46.14) e 1251 (RT: 50.56) di cui non è stata possibile l‟identificazione e che 

saranno oggetto di ulteriori analisi 
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Fig. 16:Cromatogramma UV dell’estratto di Aloe arborescens 

 

Fig.17: Spettro di massa del picco a RT 39.85 con composizione elementare 

calcolata attribuibile a barbaloina 

 



47 

 

 
vial_marronepos #4211 RT: 41.41 AV: 1 SB: 49 16.38-18.78 NL: 3.63E7

F: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

m/z

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

419.13397

C21 H23 O9

854.28680

555.18585

C29 H31 O11 647.17029

C30 H33 O15 N1249.55756
897.29242 1065.79871

479.16592

C19 H29 O13 N1

362.73853 768.49487 969.30048 1160.34827

 

 

 

vial_marronepos #3826 RT: 37.58 AV: 1 SB: 49 16.38-18.78 NL: 1.86E7

F: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

m/z

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

571.18152

C29 H31 O12

1141.35535
325.58145

613.31934

C30 H47 O12 N1

875.74341
185.11497

C10 H17 O3

460.31192

C27 H42 O5 N1 723.12177 961.45905 1044.03796

1102.26807

 

 

Fig.18: Spettro di massa del picco a RT 41.41 con composizione elementare calcolata 

attribuibile ad isobarbaloina 
 

Fig.19: Spettro di massa del picco a RT 37.63 con composizione elementare calcolata 

attribuibile a 2’-0-feruoloylaloesina 
 

 



48 

 

 

vial_marronepos #3184-3211 RT: 31.28-31.52 AV: 6 SB: 10 29.19-29.66 NL: 7.34E5

F: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

m/z

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

411.12900

C19 H23 O10

300.19181

C16 H28 O5

235.00642

C17 H1 O1 N1

449.12919

C18 H25 O13

369.16501

C29 H21

530.07308

C27 H16 O11 N1

668.18950 758.42099 821.33459 911.08859 1105.334211005.03590

 

 

vial_marronepos #4276 RT: 42.06 AV: 1 SB: 10 29.19-29.66 NL: 1.05E8

F: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

m/z

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

555.18634

C29 H31 O11

1109.36536

1132.34912

851.75079317.58383 768.49518

664.41144

C29 H62 O15 N1384.75150

513.17554

C27 H29 O10 945.46466190.43938 1067.35547

 

 

 

Fig.20: Spettro di massa del picco a RT 31.47 con composizione elementare calcolata 

attribuibile ad aloenina 
 

 

Fig.21: Spettro di massa del picco a RT 42.22 con composizione elementare calcolata 

attribuibile ad analogo dell’ isoaloeresina D con R3=COCH3    
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3.8 Risonanza magnetica nucleare. (NMR) 

 

Lo spot E, isolato per mezzo di procedure di TLC e risultato biologicamente attivo, è stato 

sottoposto ad analisi NMR al fine di caratterizzare chimicamente i suoi costituenti, presso 

il Laboratorio del Prof. P. Manitto, Dipartimento di Chimica Organica e Industriale, 

Università di Milano. 

Segnali intensi nella gamma 2.5 - 5.5 PPM hanno suggerito la presenza di un gran numero 

di carboidrati, probabilmente derivanti dai processi idrolitici del parenchima della foglia 

durante la procedura di estrazione. Segnali deboli nella gamma 6.2 - 8.0 PPM indicano la 

presenza di polichetidi derivati da metaboliti secondari della pianta. Le frazioni che 

contengono i tre picchi dello spot E sono state raccolte e sono state esaminate secondo 
1
H 

NMR. Il controllo dello spettro dello spot E con quello degli standard di riferimento ha 

confermato la presenza di aloenina A e aloina A (barbaloina) e aloina B (isobarbaloina). 

(Fig.22) 

 

 

 
Fig.22: Spettro NMR Spot E 
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3.9 Quantificazione delle molecole contenute nell’estratto mediante gli 

standard molecolari  

 
Per mezzo di corse cromatografiche all‟HPLC dei singoli standard a diverse 

concentrazioni, la costruzione della retta di taratura e il suo confronto con il 

cromatogramma dell‟estratto effettuato utilizzando il software LCsolution, è stato possibile 

effettuare la determinazione quantitativa delle tre molecole contenute nell‟estratto di 

epidermide di Aloe. 

         La determinazione quantitativa delle tre molecole ha portato ai seguenti risultati: 

 aloenina pari a 4,8 mM (2,0 mg/ml) 

 isobarbaloina pari a 1,2 mM (0,5 mg/ml) 

 barbaloina pari a 1,4 mM (0,6 mg/ml) 

             

 

3.10 Trattamenti delle P3X e HL60 con aloina a, aloina b e aloenina 

  

Le cellule delle linee P3X e HL60, trattate con le tre molecole standard somministrate 

singolarmente a diverse concentrazioni, sono state utilizzate per effettuare saggi MTT 

condotti a 20 ore dal trattamento. I risultati del saggio MTT (Fig.23) mostrano che le tre 

molecole determinano un‟inibizione dose-dipendente sulle cellule di mieloma murino P3X 

mentre nelle cellule non trattate (Contr) si ha una consistente attività proliferativa.  Nelle 

P3X trattate con aloenina nelle tre concentrazioni utilizzate, di rispettivamente 0,10 mM 

0,20 mM e 0,40 mM, si è riscontrata un‟inibizione massima della crescita cellulare pari al 

38%, relativa alla concentrazione di 0,40 mM; mentre nel caso dei trattamenti con 

barbaloina e isobarbaloina l‟inibizione è risultata più marcata, arrivando rispettivamente al 

51% e 55% con la dose massima di 0,40 mM; alla concentrazione intermedia di 0,20 mM 

l‟inibizione è risultata del 45% per la barbaloina e del 47% per l‟isobarbaloina mentre alle 

concentrazioni più basse l‟inibizione è risultata inferiore al 30% in entrambi i casi. 
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Gli stessi trattamenti sono stati poi effettuati sulla linea cellulare  HL60 e come è possibile 

vedere dal grafico (Fig.24), anche qui l‟azione delle molecole barbaloina e isobarbaloina 

sembra essere dose-dipendente e più marcata (circa il 65% di inibizione) rispetto a quella 

dell‟aloenina che invece risultava avere un‟azione meno legata alla sua concentrazione. In 

particolare, la barbaloina sembra avere un effetto di inibizione cellulare rilevante, pari al 

46%, anche alla concentrazione di 0,20 mM mentre alle concentrazioni più basse di 0,10 

mM l‟inibizione è risultata molto inferiore al 50% soprattutto nel caso dell‟isobarbaloina.  

 

Fig.23: Grafico relativo al test MTT effettuato su  cellule P3X  dopo 20 ore di trattamento 

con gli standard molecolari a diverse concentrazioni  
 

 

Fig.24: Grafico relativo al test MTT effettuato su  cellule HL60  dopo 20 ore di 

trattamento con gli standard molecolari a diverse concentrazioni  
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3.11 Trattamenti delle P3X e HL60 con diverse soluzioni degli standard 

molecolari  

 

Come riportato in Materiali e Metodi, le cellule di mieloma murino P3X e le cellule della 

linea umana HL60 sono state trattate con le 9 differenti soluzioni preparate a partire dai 

singoli standard molecolari a diversa concentrazione, in modo da ricostituire la 

composizione molecolare dei tre standard così come si trovano nell‟estratto e verificare, 

variandone la concentrazione, il possibile potenziamento dell‟effetto inibitorio.  

I risultati dei saggi MTT condotti a 20 ore dal trattamento con le diverse miscele sono 

riportati nella Fig.25 e 26. I test sulle P3X hanno mostrano una inibizione della 

proliferazione cellulare del 33% rispetto al controllo per quanto riguarda la soluzione 1, in 

cui le tre molecole sono state miscelate con lo stesso rapporto e alle stesse concentrazioni 

in cui si trovano nell‟estratto di epidermide di Aloe arborescens. 

Le cellule trattate con la soluzione 2 mostravano una inibizione della proliferazione del 

49%, mentre nelle cellule trattate con la soluzione 3, dove le tre molecole sono ad una 

concentrazione doppia rispetto alla soluzione 1, si evidenzia una percentuale di inibizione 

pari al 57%. 

 

 

 

 
Fig.25: Grafico relativo al test MTT effettuato su  cellule P3X  dopo 20 ore di 

trattamento con gli standard molecolari in soluzione  
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Le cellule trattate con le soluzioni 4, 5 e 6, dove è stata fatta variare la concentrazione di 

una molecola per volta lasciando inalterate le altre due, abbiamo ottenuto una inibizione 

rispettivamente del 10%, 25%  e  16%.  

Le cellule trattate con le soluzioni 7, 8 e 9, dove è stata fatta variare la concentrazione di 

due molecole lasciando inalterata la terza, l‟inibizione è risultata rispettivamente pari al 

9%, 31% e 40%. 

 

 

 

 

 

 

 

I saggi biologici effettuati sulla linea cellulare umana delle HL60, analizzati mediante test 

MTT a 20 ore dal trattamento con le diverse miscele e riportati in Fig.27 e 28 hanno 

mostrano una inibizione della proliferazione cellulare del 5% rispetto al controllo per 

quanto riguarda la soluzione 1, in cui le tre molecole sono state miscelate con lo stesso 

rapporto e alle stesse concentrazioni in cui si trovano nell‟estratto. 

Le cellule trattate con la soluzione 2 mostravano una inibizione della proliferazione del 

13%, mentre nelle cellule trattate con la soluzione 3, dove le tre molecole sono ad una 

concentrazione doppia rispetto alla soluzione 1 si evidenzia una percentuale di inibizione 

pari al 30%.  

Fig.26: Grafico relativo al test MTT effettuato su  cellule P3X  dopo 20 ore di 

trattamento con gli standard molecolari in soluzione  
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Le cellule trattate con le soluzioni 4 e 6, dove è stata fatta variare la concentrazione di una 

molecola per volta lasciando inalterate le altre due, è stata ottenuta una inibizione 

rispettivamente del 19% e 17%. Per quanto riguarda la soluzione 5 non si è avuta 

inibizione della proliferazione cellulare e le cellule sono risultate ad una percentuale 

paragonabile al controllo. 

Le cellule trattate con la soluzione 7, dove è stata fatta variare la concentrazione di due 

molecole lasciando inalterata la terza, l‟inibizione è risultata rispettivamente pari al 22%, 

mentre anche nel caso delle soluzioni 8 e 9 come già evidenziato per la soluzione 5, le 

cellule sono risultate in numero simile al controllo non subendo alcun tipo di inibizione 

della crescita. 

 

 

Fig.27: Grafico relativo al test MTT effettuato su  cellule HL60  dopo 20 ore di 

trattamento con gli standard molecolari in soluzione a diverse concentrazioni  
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I risultati ottenuti per entrambe le linee cellulari quindi evidenziano una maggior attività 

antiproliferativa della miscela 3 dove le molecole sono presenti nello stesso rapporto in cui 

sono presenti nell‟estratto ma ad una concentrazione doppia; l‟inibizione ottenuta è 

risultata comunque più bassa rispetto all‟inibizione ottenuta utilizzando l‟estratto di Aloe e 

questo fa supporre la possibile presenza di altre molecole biologicamente attive presenti 

nell‟estratto, che insieme alle tre molecole testate potenziano l‟effetto della miscela. Questi 

dati dimostrano anche l‟importanza di mantenere inalterato il rapporto in cui le tre 

molecole si trovano nella pianta e ciò si evidenzia nell‟inefficacia delle soluzioni in cui 

questo rapporto è stato variato. 

 

Fig.28: Grafico relativo al test MTT effettuato su  cellule HL60  dopo 20 ore di 

trattamento con gli standard molecolari in soluzione a diverse concentrazioni  
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4    Discussione 

  

Negli ultimi tempi sta notevolmente aumentando l‟interesse scientifico, la caratterizzazione 

e l‟applicazione di molecole di origine vegetale (Triggiani et al. 2006)  ed una intensa 

attività di ricerca è stata svolta nel campo delle sostanze naturali al fine di individuare, in 

particolare, nuove molecole come possibili principi attivi per farmaci. 

Sin dall‟antichità le piante di Aloe sono state usate dall‟uomo per le loro proprietà 

medicinali e di recente molti prodotti farmaceutici a base di Aloe sono presenti sul 

mercato.  

Al fine di fornire nuove conoscenze sia a livello biologico che chimico abbiamo effettuato 

studi riguardanti l‟attività biologica di estratti di epidermide fogliare e di molecole di Aloe 

arborescens su due linee cellulari di mammifero. Gli esperimenti sono stati condotti su 

cellule di mieloma murino della linea P3X-Ag.653 e su cellule leucemiche umane della 

linea HL-60. 

La prima linea è utilizzata comunemente nella procedura di ottenimento di ibridomi per la 

produzione di anticorpi monoclonali. Questa linea cellulare è ben conosciuta e da tempo 

studiata a livello ultrastrutturale, biochimico, molecolare e genetico. Si tratta inoltre di 

cellule trasformate che rappresentano un buon modello cellulare su cui effettuare 

esperimenti preliminari in parte poi relazionabili a quelli che si effettuano su cellule di 

mieloma umane.  

La HL-60 (cellule umane di leucemia promielocitica) è una  linea cellulare leucemica 

umana che cresce in sospensione, come le cellule della linea P3X, ed è una linea molto 

utilizzata e ben conosciuta. Sono cellule trasformate e mancano di specifici marcatori per 

cellule linfoidi ma esprimono recettori di superficie per il frammento e il complemento FC 

(Gallagher et al.,1979). Manifestano inoltre un‟ attività di fagocitosi e di risposta a stimoli 

chemiotattici, possono formare colonie in mezzi semi-solidi e produrre tumori sottocutanei 

in topi nudi. 

La scelta di effettuare l‟estrazione in etanolo delle molecole presenti nell‟epidermide di 

Aloe arborescens è stata dettata da diverse motivazioni: innanzitutto l‟estrazione alcolica 

ha permesso di denaturare, più o meno parzialmente, le proteine e al tempo stesso di 

portare in soluzione piccole molecole quali polisaccaridi, alcaloidi nonché lipidi con basso 

tenore di idrofobicità; in aggiunta, l‟alcool ha fornito un effetto sterilizzante nei confronti 

di funghi e spore fungine che spesso vivono incuneati sotto la cuticola fogliare, negli 

interstizi tra cellule contigue. Il processo di omogenizzazione ha portato poi ad una 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_line
http://en.wikipedia.org/wiki/Leukemia
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diminuzione della concentrazione alcolica nell‟estratto finale: trattandosi di materiale di 

origine vegetale, infatti, il contenuto di acqua al suo interno è molto elevato, intorno al 

98%.  

Come chiaramente dimostrato dai test MTT, l‟estratto epidermico di Aloe arborescens è 

una fonte potenziale di composti con attività antiproliferativa sia per la linea cellulare di 

mieloma murino P3X che per le cellule leucemiche umane HL60, anche se in questo caso 

la percentuale di  inibizione è risultata inferiore rispetto a quella ottenuta per le P3X. 

Dall‟analisi delle curve di crescita ottenute mediante saggi di tossicità cellulare MTT è 

emersa una correlazione dose-effetto dell‟estratto su entrambe le linee cellulari.  

Al fine di effettuare una valutazione più ampia dell‟attività dell‟estratto etanolico, sono 

state condotte indagini a livello citologico, sia su cellule di mieloma murino che sulle 

cellule leucemiche umane. Come dimostrato da tecniche di immunofluorescenza usando un 

anticorpo monoclonale per la subunità α della tubulina applicate su entrambe le due linee 

cellulari, il confronto tra le cellule di controllo (cellule non trattate) e le cellule trattate, 

mostra una differente organizzazione microtubulare e il trattamento con l‟estratto sembra 

indurre profonde modificazioni sia all‟organizzazione che alla distribuzione dei 

microtubuli, la scomparsa del centro di origine di microtubuli (il MTOC) e la presenza di 

una diffusa colorazione fluorescente nel citoplasma, probabilmente legata alla presenza di 

molecole di tubulina libera non polimerizzata. In particolare, nelle HL60 oltre alla marcata 

depolimerizzazione microtubulare si riscontra la presenza di un nucleo fortemente 

frammentato. La distribuzione dei microtubuli all‟interno di cellule animali (Del Casino et 

al., 1994) e vegetali (Del Casino et al., 1992) è stata lungamente studiata ed è ormai chiaro 

che condizioni di stress (per es. chimico o fisico) ne alterano la caratteristica distribuzione 

all‟interno del citoplasma;  in tal senso, le indagini di immunofluorescenza rappresentano 

un ulteriore elemento di conferma a riguardo il possibile “utilizzo” della componente 

microtubulare del citoscheletro come target citoplasmatico per la valutazione dell‟azione di 

citotossicità. Questi saggi sono correntemente effettuati nel laboratorio dove è stata svolta 

questa Tesi. (Mamadalieva et al. in press) 

Osservazioni effettuate in un lavoro precedente (Bedini Chiara, Tesi di Laurea, 

aa.2004/2005) avevano evidenziato l‟induzione del meccanismo apoptotico nelle cellule 

della linea P3X,  in seguito a trattamento con l‟estratto di epidermide di Aloe arborescens, 

mediante una tecnica basata su una miscela di coloranti fluorescenti che consentivano di 

visualizzare contemporaneamente cellule sane, cellule apoptotiche e cellule necrotiche. Era 

stato messo in evidenza come l‟estratto di epidermide agisse sulle cellule della linea P3X 
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inducendone la morte per apoptosi rispetto al controllo. Inoltre l‟apoptosi mostrava una 

chiara correlazione con il tempo di trattamento e con la dose di estratto somministrata. 

Ciò sembra essere confermato dai dati ottenuti in questa Tesi dagli esperimenti di 

immunofluorescenza effettuati su cellule trattate utilizzando anticorpi diretti contro la 

subunità α della tubulina descritti in precedenza, infatti le alterazioni rilevate rientrano 

nell‟insieme dei cambiamenti cui va incontro il citoplasma durante la cosiddetta “fase 

esecutiva” dell‟apoptosi (Mills et al., 1999).  

Per indagare ulteriormente sul meccanismo apoptotico innescato è stata valutata 

l‟espressione della proteina p53. Questa proteina è un oncosoppressore essenziale per 

prevenire una proliferazione inappropriata delle cellule ed è importante nel mantenimento 

della stabilità e dell‟integrità genomica in quanto modula la risposta cellulare del danno al 

DNA attraverso la regolazione trascrizionale di geni coinvolti nell‟apoptosi, nell‟arresto del 

ciclo cellulare e nel differenziamento (Vousden and Lu, 2002; Oren, 2003). I livelli di p53 

sono tenuti bassi dal suo normale turnover di proteolisi da parte dell‟ubiquitina ligasi 

MDM2. (Marine et al., 2006). Una volta attivata, p53 può indurre, a seconda delle 

circostanze, l‟arresto del ciclo cellulare o l‟apoptosi. Sembra che alti livelli di p53 possano 

attivare preferenzialmente i geni apoptotici, i cui promotori, infatti, sono legati da p53 a 

bassa affinità. Inoltre, modificazioni post-traduzionali di p53 favorirebbero la trascrizione 

dei geni apoptotici e l‟accumulo della proteina nel nucleo in una forma trascrizionalmente 

attiva (Vousden, 2002).  Fondamentale nell‟attivazione del meccanismo apoptotico p53-

dipendente sembra essere la fosforilazione sul residuo di serina 46, (Oda et al., 2000), o del 

suo omologo murino, serina 58 (Cecchinelli et al., 2006). 

Dai risultati ottenuti in questa Tesi è emersa, nelle cellule P3X trattate con 1,2 mg/ml di 

estratto epidermico di Aloe, una espressione leggermente maggiore della proteina p53 

rispetto alle cellule di controllo, dato confermato anche dalle indagini di 

immunofluorescenza dove le cellule trattate mostrano una maggiore intensità di marcatura 

della p53 rispetto al controllo. 

Interessante sarebbe andare ad individuare il target cellulare coinvolto nella cascata di 

reazioni che attivano il meccanismo apoptotico ma la varietà di possibili bersagli 

molecolari è tale da far ritenere che diversi costituenti l‟estratto di Aloe possano agire su 

recettori diversi. Questo anche in virtù della natura chimica di ciascuno: molecole polari, 

che non attraversano facilmente la membrana, agiranno probabilmente su recettori di 

superficie (Ashkenazi et al., 1998), mentre sostanza apolari, che diffondono liberamente 
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attraverso il plasmalemma, potranno andare ad interagire con enzimi citoplasmatici o 

nucleari.  

Ulteriori informazioni sono emerse dalle indagini di microscopia elettronica condotte al   

SEM ed al TEM. Le cellule della linea P3X trattate con l‟estratto di epidermide fogliare 

hanno mostrato una riduzione del diametro cellulare e la presenza di lobature e strutture 

filamentose sulla superficie cellulare; all'interno del citoplasma è stata chiaramente 

osservata la presenza di vacuoli di grandi dimensioni e strutture membranose riconducibili 

a processi degenerativi. 

Lo stesso tipo di trattamento effettuato sulla linea delle HL60 ha mostrato al SEM ed al 

TEM profonde modificazioni della struttura esterna e interna della cellula, la presenza di 

lobature sulla superficie, la scomparsa di strutture filamentose presenti nel controllo ed è 

ben evidente all‟interno della cellula una profonda riorganizzazione sia del nucleo che 

risulta frammentato, che del citoplasma, mostrando quella che sembra essere una tipica 

organizzazione di una cellula in apoptosi.  

L‟innesco di questo tipo di processo a carico di questa linea cellulare era stato individuato 

in un precedente lavoro di Tesi effettuate presso il nostro laboratorio (Fuschino, Tesi di 

Laurea aa 2005/2006) in cui per mezzo di analisi al FACS nelle cellule trattate era 

individuabile una riduzione del picco G0/G1, la presenza del piccolo picco subdiploide, 

cioè del picco apoptotico che indicava la presenza di cellule in apoptosi, ed un leggero 

aumento del picco G2/M mitotico.  

E’ noto che nella maggior parte delle piante la composizione chimica e la concentrazione 

delle molecole varia in relazione sia all‟ambiente che alla stagione. Si tratta di metaboliti 

prodotti dal metabolismo primario della pianta e anche molecole prodotte dal metabolismo 

secondario della pianta; la diversa distribuzione di tali metaboliti può essere diversa anche 

nelle varie parti della foglia e può dipendere dall‟età della pianta, dalla posizione della 

foglia sulla pianta e dal suo orientamento. Questo aspetto è stato evidenziato anche nelle 

foglie della pianta di Aloe arborescens. (Beppu et al., 2004). Il contenuto di molecole come 

aloenina e barbaloina nella pianta di Aloe è distribuito sulla foglia diversamente; va 

diminuendo dall‟apice alla base della foglia e diminuisce anche nelle foglie orientate verso 

l‟alto rispetto a quelle orientate verso il basso (Gutterman et al., 2000). 

E‟ da notare anche che parametri antropici e/o ambientali possono avere effetti su queste 

molecole. Dopo una frequente potatura, nelle foglie il contenuto di questi metaboliti 

polifenolici può risultare incrementato notevolmente; durante la conservazione in acqua ci 

può essere una rapida degradazione di aloenina ed una lenta degradazione di barbaloina e 
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isobarbaloina ed infatti il contenuto di barbaloina nei prodotti liquidi diminuisce del 50% 

dopo una conservazione per un mese al freddo e al buio. (Yasuda et al., 1997). Il contenuto 

di aloenina decresce dell‟85% durante un giorno di conservazione delle molecole 

polverizzate in acqua. Quando queste sostanze sono conservate seccate in polvere possono 

mantenere la loro struttura chimica inalterata per molti anni (Gutterman, 2000).  

 Sulla base di queste acquisizioni scientifiche e la diretta osservazione della non semplice 

riproducibilità dei saggi effettuati durante lo svolgimento della Tesi, esperimenti sono stati 

mirati al tentativo di svincolarsi dalla pianta e dalle sue variazioni fenologiche, investigare 

sulle possibili molecole con azione biologica contenute nell‟estratto e valutare se l‟attività 

dell‟estratto di epidermide fogliare fosse imputabile a singole molecole o invece al 

cosiddetto fitocomplesso (insieme di molecole cooperanti nell'attuazione dell'effetto 

biologico), tentando quindi di ricostituirne in vitro la composizione e l‟attività tramite 

standard molecolari, ricostituendo almeno in parte il fitocomplesso e tentando, mutando i 

rapporti stechiometrici tra molecole, di potenziarne l‟azione. 

 Al tal fine, abbiamo effettuato indagini di cromatografia su strato sottile (TLC) per 

effettuare una preliminare separazione chimica di gruppi di molecole (spot) e dopo i saggi 

biologici dei singoli spot sulle due linee cellulari, analizzati mediante test MTT, siamo stati 

in grado di confermare che nessuno degli spot testati aveva un‟attività riconducibile per 

intero a quella dell‟estratto etanolico di epidermide; lo Spot E però risultava essere lo spot 

con maggiore attività antiproliferativa sia sulle cellule P3X che sulle HL60, anche se altri 

spot mostravano comunque attività antiproliferativa seppur meno marcata.  Il fatto che 

l'attività dello Spot E sulle cellule sia risultato inferiore rispetto alla attività dell‟estratto di 

epidermide fogliare, riconduce all‟idea che più molecole in sinergia potrebbero essere 

responsabili dell‟effetto di inibizione della proliferazione cellulare; tale attività 

antiproliferativa quindi potrebbe dipendere anche da altre molecole presenti nell‟estratto di 

epidermide di foglie che, insieme a quelle presenti nello spot E, vanno a costituire, il 

cosiddetto fitocomplesso  attivo sulle nostre due linee cellulari.  

Per mezzo della cromatografia liquida ad alta prestazione HPLC, l‟estratto etanolico di 

epidermide è risultato essere costituito principalmente da 4 picchi, risultato confermato 

anche dalla bibliografia (Kuzuya et al. 2001). 

Tramite analisi di spettrometria di massa, effettuate mediante la collaborazione con 

laboratori di Toscana Life Science a Siena, è emerso che nell‟estratto sono presenti 

principalmente quattro molecole riconducibili ai quattro picchi riscontrati mediante HPLC: 

aloenina, isobarbaloina, barbaloina, 2’-O-feruloylaloesina 
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Mediante  la collaborazione con i laboratori dell‟Istituto di Chimica delle Sostanze Naturali 

dell‟Università di Milano è stato  possibile effettuare l‟analisi NMR dello spot E ed  in 

questo spot è emersa la presenza di tre  molecole: aloenina, barbaloina (Aloina A) e  

isobarbaloina (Aloina B). 

Tali molecole sono già state studiate su altri modelli cellulari. Come per altri antrachinoni 

anche per l‟aloina sono state segnalate azioni biologiche che comportano alterazioni del 

ciclo cellulare in fase M (Esmat et al,. 2005) e questa sembra indurre apoptosi attraverso 

l'inibizione del ciclo cellulare tramite down-regolazione della ciclina B1 (Esmat et al., 

2006). A causa dei diversi meccanismi cellulari coinvolti nei due processi apoptotici 

(mitocondrio dipendente e non), la determinazione se la tossicità dell‟aloina coinvolga i 

mitocondri o meno, potrebbe consentire previsioni riguardo ad eventuali effetti sistemici di 

tossicità  per  la valutazione di un potenziale utilizzo terapeutico. Per esempio potrebbe 

consentire il trattamento di tossicità aloe-indotta con sostanze che inibiscono l'apoptosi, a 

livello dei mitocondri, come gli inibitori della proteasi (Weaver et al., 2005). In studi 

condotti sui  fibroblasti mai sottoposti a incubazione con 500 uM di aloina A e irradiati con 

UVA non si è notata fototossicità cosa notata con l‟aloe emodina. ( Wayne et al, .2003). 

Il trattamento con aloina sulle cellule Jurkat ha comportato una riduzione delle dimensioni 

delle cellule, compromessa l'integrità della membrana, e la perdita di potenziale della 

membrana mitocondriale in modo dose-dipendente. Inoltre, il trattamento con aloina ha 

comportato alterazione del ciclo cellulare, in particolare un blocco in fase G2 / M. È 

importante sottolineare che la perdita di integrità delle membrane cellulari è stata preceduta 

da una perdita di potenziale di membrana mitocondriale, suggerendo l‟innesco di un 

processo apoptotico mitocondrio-dipendente indotto dall‟aloina.  (Buenz et al.2008) 

E‟ stato anche riportato l‟effetto antiossidante dell‟aloina sul DNA (Bing 2004), mentre 

aloina A, aloina B e la sua derivata aloe emodina sono segnalati per avere effetti anti-

infiammatori (Yamamoto et al. 1991) e attività antitumorale (Shimpo  et al.2003)  

Al fine di ricostruire parzialmente l‟estratto nella composizione chimica e valutane la 

relativa attività biologica si è proceduto, dopo uno studio sulle concentrazioni delle 

molecole ed sul loro rapporto stechiometrico, ai saggi con le tre molecole individuate come 

facenti parte dell‟estratto: aloenina, barbaloina e isobarbaloina. 

Come mostrato dalle indagini NMR, queste tre molecole sono anche le componenti dello 

spot E e saggi biologici condotti con questo spot hanno evidenziato una certa attività 

inibitoria della proliferazione sulle cellule di mieloma murino e sulla linea HL60. 



62 

 

Gli esperimenti sono stati effettuati utilizzando le tre molecole eluite in etanolo. L‟uso di 

antrachinoni solubilizzati in etanolo e poi successivamente saggiati su linee cellulari è 

riportato in letteratura (Alves D.S. et al., 2004). 

Dagli esperimenti effettuati trattando le cellule P3X e le HL60 con le singole molecole è 

risultato evidente che la barbaloina e l‟isobarbaloina hanno una attività antiproliferativa 

dose-dipendente, L‟aloenina presenta questa attività dose-dipendente in modo meno 

marcato. 

I test eseguiti sulle cellule P3X e HL60 trattate con le singole molecole alla stessa 

concentrazione in cui queste si ritrovano nell‟estratto hanno mostrato una inibizione della 

proliferazione cellulare inferiore rispetto all‟estratto. I test successivi effettuati cercando di 

ricostruire esattamente la concentrazione e i rapporti stechiometrici in cui le tre molecole si 

ritrovano nell‟estratto, variandone però la concentrazione totale, mostrano che il valore più 

elevato della percentuale di inibizione cellulare era riscontrabile nel trattamento delle 

cellule con la soluzione 3, dove le molecole si trovavano nello stesso rapporto 

stechiometrico in cui sono presenti nell‟estratto ma ad una concentrazione maggiore. 

Questa soluzione è risultata maggiormente attiva sia sulla linea P3X che sulle HL60 ma 

comunque in misura minore rispetto all‟estratto etanolico questo poteva essere imputato al 

fatto che le molecole commercializzate nel corso dei processi di purificazione e di 

stoccaggio subiscono dei danni di natura ossidativa che ne compromettono la funzionalità 

biologica; oppure tale dato poteva confermare quanto detto in precedenza ossia che 

l‟estratto in vivo potrebbe avere più efficacia poiché in esso sono presenti anche altre 

molecole che favoriscono l‟esplicazione dell‟attività citotossica sulle cellule. 

Al fine di comprendere se il valore dell‟ attività antiproliferativa poteva essere 

incrementato variando le concentrazioni delle singole molecole nella miscela e variando 

conseguentemente i rapporti stechiometrici tra le tre molecole, sono stati effettuati saggi 

MTT di cellule di mieloma murino sottoposte a trattamenti con soluzioni contenenti le 

molecole: aloenina barbaloina, e isobarbaloina, variando la concentrazione di una o due di 

esse tenendo a riferimento la loro concentrazione nell'estratto, ed è emerso che come si 

alterano i rapporti stechiometrici tra le molecole l‟attività della soluzione sembra 

diminuire. Questo non solo rafforza l‟idea della esplicazione di attività biologica 

dipendente dal fitocomplesso nella sua totalità ma è una dimostrazione che le molecole 

devono anche mantenere un rapporto di concentrazione ben preciso tra di loro per poter far 

si che il fitocomplesso sia attivo sulle cellule e innescare meccanismi di morte cellulare.  
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CAPITOLO 2 

 

1    INTRODUZIONE 

 

La farmacoresistenza (multidrug resistance, MDR) è una delle principali cause del 

fallimento della terapia chemioterapica; nell‟organismo umano si assiste infatti alla 

continua insorgenza di forme tumorali resistenti ad un ampio spettro di chemioterapici 

strutturalmente e funzionalmente diversi. La “resistenza multipla ai farmaci antitumorali”  

può essere considerata come conseguenza di un ridotto influsso del farmaco, di un 

incremento dell‟efflusso o di entrambi (Gerlach et al., 1986). Nella maggior parte dei casi 

questa resistenza multipla è correlata all‟attività della glicoproteina-P (P-gp) (Fig.1) 

oppure, tra i meccanismi non P-gp dipendenti, è possibile citare la resistenza associata ad 

una diminuzione od alterazione dell‟attività della topoisomerasi II, (Kaufmann et al., 

1998), quelli associati ad una risposta apoptotica modificata dovuta ad una diversa 

espressione di Bcl-2 (Jia et al., 1999), ed altri associati all‟espressione e funzione alterate 

della p-53 (Wattel et al., 1994). E‟ stata scoperta per la prima volta nelle linee cellulari 

dell‟ovaio del criceto (CHO) resistenti alla colchicina. Esistono tre classi di glicoproteina 

P: le prime due hanno la capacità di trasportare i farmaci e, quando sono sovraespresse, 

sono in grado di indurre la multifarmacoresistenza mentre, la classe III della P-gp non è in 

relazione con la resistenza a farmaci. Il genoma umano contiene solo le classi I e III della 

P-gp, chiamate anche mdr1 o ABCB1 e mdr3 o ABCB4; nei roditori, invece, sono presenti 

tutti e tre le classi (Zhang, 2001). La farmacoresistenza mediata dalla P-gp costituisce la 

forma di multidrug resistance aspecifica (MDR-P-gp) più frequente e anche più studiata. 

La P-gp, codificata dal gene MDR1 situato sul braccio lungo del cromosoma 7 (7q21.1), è 

una glicoproteina di membrana, ad alto peso molecolare (circa 170 kD), localizzata sia sul 

plasmalemma sia sulle membrane degli organelli citoplasmatici che la cellula utilizza come 

pompa di efflusso ATP-dipendente per diversi farmaci.La P-gp ha una struttura pseudo-

dimerica ed il suo ruolo fisiologico è quello di espellere dalla cellula diversi substrati, quali 

piccole molecole idrofobiche, ormoni steroidei, peptidi lipofilici, ma soprattutto gli 

xenobiotici. È costituita da 1280 aminoacidi organizzati in due unità ripetute di 610 

aminoacidi unite da una regione linker di circa 60 aminoacidi. In ciascuna unità ci sono 6 

domini transmembrana (TMD) e un dominio idrofilico legante il nucleotide (NBD) 
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localizzato esternamente alla faccia citoplasmatica della membrana. La proteina è 

composta di due dimeri di ugual peso con alta omologia di sequenza soprattutto nella 

regione C-terminale. Internamente alla proteina si trovano 12 regioni idrofobiche che 

corrispondono alle zone di attraversamento della membrana cellulare e, grazie all‟analisi 

della struttura primaria, sono stati evidenziati 8 siti potenzialmente glicosilabili di cui 5 

posti nella regione N-terminale. L‟aggiunta di inibitori specifici della glicosilazione N-

terminale impedisce i processi di modificazione post-traduzionale della proteina. Il tempo 

di dimezzamento della proteina è superiore alle 24 ore. Un altro dato importante è la 

presenza di due siti di legame per l‟ATP posti in ciascuna metà della proteina 

sull‟estremità carbossi-terminale. Quando non legano il nucleotide i domini 

transmembrana formano una struttura a forma di botte di 5-6 nm di diametro e 5nm di 

altezza, con un poro che si apre verso la superficie extracellulare. Dopo aver legato il 

nucleotide, i domini transmembrana sembrano riorganizzarsi per aprire il poro centrale in 

maniera tale da permettere l‟accesso per il trasporto del substrato (Chan et al., 2006).  

Generalmente la sovraespressione della proteina è legata ad un processo di amplificazione 

genica, cioè ad un aumento del numero di copie del gene (Kakehi et al., 1988). Poiché la 

P-gp espelle dalla cellula molecole lipofiliche, l‟aumento di attività conseguente 

all‟incremento del numero di trasportatori sulla membrana impedisce l‟accumulo dei 

chemioterapici all‟interno delle cellule tumorali e determina l‟espressione del fenotipo di 

resistenza. 
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2 MATERIALI E METODI 

 

2.1   Isolamento di cellule resistenti al trattamento prolungato con 

estratto di epidermide a basse concentrazioni 

 
Le cellule di mieloma murino sono state sottoposte a trattamenti prolungati con basse dosi 

di estratto al fine di isolare cellule resistenti al trattamento e di caratterizzarle poi 

morfologicamente e biochimicamente. I campioni comprendevano cellule di controllo non 

trattate e cellule trattate rispettivamente con 0,3 mg/ml, 0,6 mg/ml e con 1,2 mg/ml di 

estratto per 15 giorni.  

Per ogni campione sono state seminate 100.000 cellule/ml di DMEM in piastre da 96 

pozzetti (200 l/pozzetto). 

E‟ stato importante effettuare saggi MTT, condotti al tempo 0, a 24, 48, 72 e 96 ore 

dall‟inizio del trattamento per valutare l‟effetto dell‟ estratto. 

L‟estratto veniva somministrato ogni 24 ore e ogni due giorni alle cellule veniva sostituito 

il terreno ormai esausto con terreno fresco. 

 Al 15° giorno le cellule sono state riseminate 100.000 per ml di terreno di coltura ed è 

stata effettuata la somministrazione della dose massiccia dell‟estratto di epidermide di Aloe 

per osservare le differenze di risposta cellulare tra quelle che avevano subito il trattamento 

prolungato e quelle che invece non avevano avuto nessun trattamento. 

 

 

2.2 Attività biologica del mezzo di coltura di cellule di mieloma murino 

sottoposte a trattamenti prolungati di estratto. 

 

Per determinare se le cellule “resistenti”, dopo il trattamento prolungato con l‟estratto a 

basse dosi potessero rilasciare nel medium una particolare molecola-segnale in grado di 

stimolare la resistenza nelle cellule mai trattate con l‟estratto. Cellule di mieloma murino di 

controllo e cellule “resistenti” sono state seminate in numero pari a 100.000 per ml di 

DMEM dopo un lavaggio in pbs in due fiasche distinte.  

Dopo 4 ore di incubazione, le cellule sono state di nuovo prelevate e centrifugate, è stato 

prelevato il sopranatante  delle cellule “resistenti” ed è stato aggiunto alle cellule P3X di 
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controllo (che non erano mai entrate in contatto con l‟estratto di epidermide di foglie di 

Aloe). 

Dopo 24 ore le cellule di controllo e cellule messe a contatto con  il medium di quelle 

resistenti sono state trattate con dose massiccia di estratto (1,2 mg/ml).  

Dopo 20 ore è stato effettuato il test MTT e saggi di immunofluorescenza alle cellule di 

mieloma murino denominate rispettivamente “resistenti” e “indotte” e a cellule di 

controllo. 

 

 

2.3 Immunofluorescenza su cellule di mieloma murino  (P3X) – 

Visualizzazione dell’ α-tubulina, della glicoproteina P e della p53 

 

L‟immunofluorescenza è stata effettuata su cellule P3X di controllo, cellule “resistenti” e 

cellule “indotte”. 

La procedura utilizzata è la stessa descritta precedentemente in questa Tesi (cap 1-

Materiali e Metodi). 

I campioni sono stati incubati con anticorpo monoclonale primario per la subunità α-

tubulina (Amersham, UK) diluito 1:400 in tampone bloccante. 

Per la glicoproteina P è stato invece utilizzato un anticorpo monoclonale C219 (Abcam plc, 

UK), diluito 1:100 in tampone bloccante (BSA). 

In entrambi i casi è stato usato un anticorpo secondario policlonale coniugato con 

Fluoresceina IsoTioCianato (Alexa Fluor 594) diretta contro le IgG di topo, diluito 1:100 

in tampone bloccante BSA.  

L‟anticorpo utilizzato FL393 (Santa Cruz Biotechnology, Inc), diretto contro la proteina 

p53 è stato diluito 1:100  in tampone bloccante (BSA). 

Come secondario è stato utilizzato un anticorpo policlonale coniugato con rodamina  

diretto contro le IgG di coniglio (Alexa Fluor 488), diluito 1:100  in tampone bloccante 

(BSA). 

Le immagini sono state prese utilizzando un Microscopio Axiophot 2 dotato di una 

videocamera a colori (AxioCam MRC) e un software AxioVision. 

Mediante il software dell‟analizzatore di immagini è stato possibile effettuare una 

misurazione dei diametri sia delle cellule di controllo che delle cellule “resistenti”. 
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2.4 Western Blot  

 

Il Western Blott è stato effettuato in collaborazione con il Dottor Giampiero Cai 

dell‟Università degli Studi di Siena. La procedura impiegata è la stessa descritta 

precedentemente in questa Tesi (cap 1-Materiali e Metodi) 

Gli anticorpi utilizzati sono stati gli stessi impiegati nell‟immunofluorescenza diluiti 1:500. 

Dopo l‟immunoblotting, l‟intensità delle bande è stata calcolata con il software Quantity 

One ed espressa come Integrated Density (ID). Il software effettua una misura 

dell‟intensità delle bande rispetto a un valore di fondo, che è il background del blot, e ne 

calcola la differenza di intensità.. Il Western blot per la P-gp è stato effettuato su cellule 

P3X di controllo, cellule “resistenti” e cellule “indotte”. Sono stati caricati 28 g di 

proteine per lane. Lo stesso saggio è stato effettuato sullo stesso tipo di campioni per 

valutare l‟espressione della p53 e sono stati caricati 30 g di proteine per lane. 

 

2.5   Microscopio elettronico a scansione (SEM) e a trasmissione  (TEM) 

 

Le indagini di microscopia elettronica sono state effettuate presso il centro di microscopia 

elettronica dell‟Università della Tuscia di Viterbo (CIME) dalla Dott.ssa Anna Rita Taddei 

. Circa 3.000.000 cellule delle linee P3X sono state seminate in 30 ml di DMEM in fiasche 

da 75 cm
3
. Le analisi di microscopia elettronica sono state effettuate su cellule P3X di 

controllo  e su cellule cellule “resistenti” e cellule “indotte” ottenute come descritto in 

precedenza. I campioni sono stati trattati utilizzando la stessa procedura descritta 

precedentemente in questa Tesi ed osservate con un microscopio elettronico a scansione 

JEOL 1200 EX II  e con un microscopio elettronico a trasmissione.JSM JEOL 5.200. 

 

2.6 Trattamento cellulare con Vinblastina 

 

Le cellule della linea P3X non trattate e “cellule resistenti” al trattamento massiccio con 

estratto di Aloe, sono state seminate in piastre da 96 pozzetti ad una concentrazione pari a 

100.000 cellule/ml di DMEM .  

Le cellule sono state incubate per 24h con vinblastina (Vinblastine sulfate salt - Sigma 

aldrich) 1µg/ml e 2µg/ml solubilizzata in DMSO e successivamente sottoposte a saggio 

MTT. 
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3    RISULTATI 

 

3.1 Curve di crescita di cellule P3X sottoposte a trattamento prolungato 

 

In Fig.2 è riportato il grafico relativo alle curve di crescita di cellule P3X sottoposte ad un 

trattamento prolungato con basse concentrazioni di estratto di epidermide di aloe e 

monitorate periodicamente con saggi MTT. In questo modo è stato possibile valutare 

l'effetto dell'estratto somministrato a basse concentrazioni per lungo tempo. 

Come si può notare, le cellule trattate con dosi elevate di estratto (0.6 mg/ml e 1,2 mg/ml) 

sono andate rapidamente incontro ad una netta riduzione di numero e, dopo circa 96 ore di 

trattamento, sono risultate praticamente tutte morte. 

Nei trattati con 0.3 mg/ml di estratto, invece, il numero di cellule si è ridotto molto meno 

drasticamente, e a 72 ore dal trattamento si è potuto notare un incremento nella 

proliferazione cellulare.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2 : Grafico relativo alla percentuale di cellule P3X vive a 20h e 40h dal trattamento 
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Al fine di valutare se questo fenomeno fosse dovuto all‟induzione di un fenotipo di 

resistenza in queste cellule o se invece fosse imputabile ad una dose troppo bassa di 

estratto, non sufficiente per indurre la morte cellulare, queste cellule sono state 

successivamente sottoposte a trattamenti con dosi maggiori, con 1,2 mg/ml e 1,8 mg/ml. 

Dal grafico (Fig.3) si evidenzia che le cellule di controllo trattate con 1,2 mg/ml e con 1,8 

mg/ml di estratto dopo 24 ore dal trattamento avevano subito una riduzione rispettivamente 

del 85% e del 91% rispetto al controllo delle cellule non trattate;  e a 48 ore dell‟92% e del 

98% circa. 

Le cellule “resistenti” (Fig.4) invece avevano subito una riduzione, con 1,2 mg/ml di 

estratto, solo del 12% a 24 ore dal trattamento e del 25% a 48 ore; mentre con il 

trattamento di 1,8 mg/ml di estratto l‟inibizione subita a 24 e 48 ore è stata pari a al  54% e 

del 47%  rispettivamente. 

 

 

 

 

Fig.3:Grafico relativo ai test MTT effettuati su cellule P3X trattate con 

estratto di Aloe  

Fig.4:Grafico relativo ai test  MTT effettuati su cellule P3X “resistenti” 

trattate con estratto di Aloe 
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Questo dimostrava che le cellule che hanno subito un trattamento prolungato con basse 

dosi, diventano meno sensibili alla somministrazione di dosi massicce di estratto di quelle 

non sottoposte al trattamento, acquisendo quindi una resistenza a successivi trattamenti.  

Questo tipo di risposta corrisponde anche ad un cambiamento morfologico della cellula 

riscontrabile al microscopio ottico dove le cellule resistenti apparivano di dimensioni 

maggiori (Fig.5d) rispetto al controllo (Fig.5a), e tendevano a formare dei “grappoli” in 

sospensione, indicazione di una condizione di crescita ottimale. 

 

Fig.5: Immagini al microscopio ottico (40X) di cellule P3X  

5d.    P3X  -  Sottoposte  al trattamento prolungato 
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3.2 Microscopia elettronica 

 

3.2.1 Microscopia elettronica a scansione (SEM) 

 

Le indagini sono state condotte al microscopio elettronico a scansione su cellule P3X di 

controllo (non trattate) e su cellule P3X sottoposte al trattamento prolungato. Come si può 

notare dalla Fig.6a le cellule di mieloma non trattate presentano una forma sferoidale, con 

un diametro che oscilla tra gli 8 e i 10 µm. All‟interno della popolazione si possono 

riconoscere due differenti tipologie cellulari: una caratterizzata in superficie da numerose 

lobature più o meno profonde, l‟altra riconoscibile per il minor numero di protuberanze e 

la presenza di piccole strutture filamentose; non sappiamo se le due tipologie possano 

essere correlate a stadi diversi del ciclo cellulare.  

Le cellule di mieloma sottoposte a trattamento prolungato (Fig.6c, 6e) con basse dosi di 

estratto di epidermide di Aloe arborescens, come si può notare, per la maggior parte 

mantengono una morfologia simile a quella riscontrata nelle cellule di controllo. Si 

possono distinguere cellule appartenenti alle due fondamentali tipologie cellulari anche se 

appare aumentato il numero di quelle caratterizzate da protuberanze in superficie. 

E‟evidente un aumento delle dimensioni cellulari rispetto al controllo, con un diametro che 

raggiunge anche i 15-20 µm. Anche le osservazioni preliminari condotte al microscopio 

ottico avevano messo in evidenza un aumento di dimensioni in queste cellule resistenti a 

trattamenti prolungati con basse dosi di estratto. 

 

 

3.2.2 Microscopia elettronica a trasmissione 

 

Le osservazioni di cellule di controllo e resistenti sono state effettuate anche al 

microscopio elettronico a trasmissione. In Fig.6b sono visibili cellule di controllo: anche in 

questo caso si possono distinguere cellule appartenenti alle due tipologie cellulari già 

osservate al SEM a seconda che sulla superficie presentino lobature, più o meno 
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pronunciate, o strutture filamentose. Le cellule presentano un grosso nucleo, che in alcuni 

casi occupa fino ai 2/3 della sezione e al cui interno è visibile cromatina disaggregata. 

In Fig.6d sono riportate cellule sottoposte al trattamento prolungato con estratto di 

epidermide. Si notano alcuni frammenti cellulari, residui di cellule morte e, tra le cellule 

vive, se ne distinguono alcune in cui la superficie cellulare risulta frastagliata e la 

cromatina nel nucleo si presenta maggiormente condensata in alcune zone. Si evidenziano 

nella Fig.6f cellule in attiva divisione mitotica, caratterizzate dalla presenza dei cromosomi 

visibili come entità distinte nel nucleo e questo dimostra che le cellule sopravvissute al 

trattamento sono in grado di proliferare normalmente anche in presenza dell‟estratto. 

 

 

 

a 

c 
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f 

b 
10µm 

Fig.6: Immagini al microscopio elettronico a scansione (SEM)  e a trasmissione 

(TEM) di cellule P3X 
 

a,b) SEM e TEM di cellule P3X di controllo 

c,e,d,f) SEM e TEM di cellule P3X sottoposte al trattamento prolungato con 0,3 

mg/ml di estratto di aloe  
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Nel  citoplasma compaiono inclusioni membranose (Fig.7c, 7d) di forma semicircolare, 

spesso racchiuse in vescicole, mentre nel citoplasma delle cellule di controllo sono 

riconoscibili tutta una serie di organelli e numerose vescicole (Fig.7a, 7b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7: Immagini al microscopio elettronico a trasmissione (TEM) di cellule 

P3X 
 

a,b) TEM di cellule P3X di controllo 

c,d ) TEM di cellule P3X sottoposte al trattamento prolungato con 0,3 mg/ml di 

estratto di aloe  
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3.3 Studi  di immunofluorescenza su cellule “resistenti” 

 

Allo scopo di analizzare l‟organizzazione microtubulare e verificarne la sua possibile 

alterazione rispetto alle cellule di controllo, le cellule di mieloma murino di controllo e le 

cellule denominate “resistenti” sono state analizzate mediante immunofluorescenza con 

l‟ausilio di anticorpi monoclonali diretti contro la subunità  della tubulina.  

Le immagini ottenute forniscono informazioni riguardo la struttura e distribuzione spaziale 

dei microtubuli. 

Nella figura 8a e 8c sono rappresentate cellule di controllo dove è ben visibile un nucleo 

fluorescente blu marcato mediante la colorazione DAPI, mentre in verde è evidente 

l‟apparato microtubulare con la presenza di un centro di organizzazione dei microtubuli 

(MTOC) da cui si dipartono i microtubuli, i quali formano una fitta rete che si distribuisce 

nel citoplasma. 

Sovrapponendo le immagini date dalle due marcature si ha una visione più chiara della 

specificità della colorazione. 

Nella figura 8b e 8d sono riportate immagini di cellule di mieloma murino “resistenti” e si 

nota, come già evidenziato al microscopio ottico ed elettronico a scansione, la presenza di 

cellule di grandi dimensioni e con la presenza, in alcuni casi, di un MTOC molto più 

marcato rispetto a quanto osservato nelle cellule di controllo. E‟ stata spesso evidenziata, 

inoltre, la presenza di fusi mitotici aberranti con tre MTOC (Fig.8e), da cui si dipartono 

altrettanti fasci microtubulari, segno evidente di una profonda modificazione 

nell‟organizzazione dell‟intera cellula. 
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    Fig.8: Fluorescenza di cellule P3X di Controllo e Resistenti marcate con anti -α 

tubulina e DAPI  
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Grazie all‟analizzatore di immagini è stato possibile poi procedere ad una stima della 

media dei diametri sia delle cellule di controllo che delle cellule “resistenti”. Come si può 

notare dal grafico (Fig.9),  per le cellule normali si ha una media della dimensione dei 

diametri di 10,5 m  mentre nel caso di cellule resistenti la media è risultata di circa 15 

m.  

 

 

 

 

3.4 Induzione della resistenza nelle cellule di mieloma murino mediante 

medium delle cellule “resistenti” 

  

Test biologici sono stati effettuati sul sopranatante delle cellule resistenti al fine di valutare 

a riguardo la eventuale presenza di molecole-segnale prodotte da queste cellule e che 

avrebbero potuto indurre resistenza anche nelle cellule che non erano mai venute in 

contatto con l‟estratto. Come riportato nei Materiali e Metodi, cellule mai sottoposte al 

trattamento sono state messe in coltura nel medium di cellule resistenti e dopo 24 ore di 

incubazione, cellule del controllo e cellule tenute in coltura nel medium delle cellule 

resistenti trattate con il sopranatante sono state sottoposte al trattamento con la dose 

massiccia di estratto. Come si può vedere dal grafico (Fig.10) sottoponendo queste cellule 

a 1,2 mg/ml di estratto, la proliferazione cellulare del controllo era del 15%, mentre quella 

Fig.9: Grafico relativo alla media dei diametri di cellule P3X di controllo e resistenti 
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delle cellule tenute in coltura nel sopranatante delle cellule resistenti e successivamente 

trattate con la stessa dose di estratto era dell'85%. 

Si può quindi dedurre che nell‟induzione di un nuovo meccanismo di resistenza sia 

coinvolto il mezzo di coltura; si può supporre che le cellule resistenti (cellule ormai 

insensibili al trattamento con estratto di Aloe) abbiano rilasciato nel mezzo di coltura un 

sorta di molecola-segnale che possa scatenare lo stesso meccanismo di risposta alla difesa 

dall'azione dell'estratto e quindi rendere meno sensibili anche cellule che non avevano 

subito nessun tipo di trattamento e che non erano mai state in contatto con le molecole 

consistenti l‟estratto di Aloe. 

 

 

 

 

 

3.5 Valutazione dell’espressione della Glicoproteina P 

 

Le cellule P3X di controllo, cellule “resistenti” e “indotte” sono state sottoposte ad analisi 

di Western Blot e immunofluorescenza per verificare la diversa espressione, rispetto al 

controllo, di una proteina di membrana importante nel processo di detossificazione della 

cellula, la glicoproteina P e quindi appurare se il meccanismo di resistenza fosse dovuto ad 

una maggiore presenza di questa proteina nelle cellule trattate per lungo periodo con 

l‟estratto. 

 

Fig.10: Grafico relativo alla percentuale di  cellule P3X di controllo e indotte, trattate 

con estratto di Aloe arborescens 
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3.5.1  Immunofluorescenza  

 

L‟esperimento è stato condotto su cellule di controllo, su cellule “resistenti” e su cellule 

“indotte”. Utilizzando un anticorpo monoclonale diretto contro la P-gp, si evidenzia una 

colorazione localizzata nel plasmalemma e sulle membrane degli organelli citoplasmatici. 

Nelle cellule “resistenti” (Fig.11b) come si può vedere dalle immagini, si evidenzia una 

maggior espressione della P-gp rispetto al controllo (Fig.11a). Lo stesso tipo di analisi  è 

stata condotta anche su cellule di mieloma murino “indotte” (Fig.11c) tenute in coltura nel 

medium delle cellule “resistenti”. Anche queste cellule sono state sottoposte ad 

immunofluorescenza con l‟ausilio dell‟anticorpo anti P-gp per poter valutare la maggior 

espressione di questa proteina di membrana Come è possibile vedere dalle foto, nelle 

cellule “indotte”, rispetto al controllo, la P-gp risulta maggiormente espressa. 

 

 

3.5.2 Western Blot 

 

Dai risultati dei blot (Fig.11d), nelle cellule di controllo e nelle cellule “resistenti”, nella 

corsia della frazione membranosa è presente una banda riconosciuta dall‟anticorpo anti-Pg-

P di peso molecolare pari a 170/178 kDa e riconducibile alla proteina di nostro interesse.  

L‟intensità delle bande, calcolata con il software Quantity One ed espressa come Integrated 

Density (ID), rispetto a un valore di fondo che è il background del blot, è risultati pari a 

26,13 ID per le cellule di controllo e 36,95 ID per quelle “resistenti”; ciò dimostra una 

maggiore espressione della glicoproteina P nelle cellule sottoposte al trattamento 

prolungato  rispetto al controllo. 

Il western-blot è stato effettuato anche per indagare la maggior espressione della 

glicoproteina P in cellule “indotte”, ottenute mediante incubazione nel medium di coltura 

delle cellule  rese resistenti con il trattamento prolungato di Aloe. Dall‟immagine riportata 

(Fig.11e) si evince la presenza di una sola banda individuata dall‟anticorpo anti pg-P che 

ha identificato un polipeptide con peso molecolare compreso tra 170-178 kDa. Si evidenzia 

inoltre come nelle cellule “indotte” ci sia una maggiore espressione della glicoproteina P 

rispetto a cellule di controllo. Anche in questo caso è stata effettuata una misura 

dell‟intensità delle bande relative alla proteina mediante il software Quantity One ed 

espressa come Integrated Density (ID), che è risultata pari a 8,9 ID nelle indotte e 4,2 ID 
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nelle cellule di controllo. Questi risultati  confermano  i dati precedentemente ottenuti 

mediante il Western blot. 
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a   
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 CONTROLLO    RESISTENTI               CONTROLLO   INDOTTE 

M       C       M    C M     C M C 

   

       26,1 ID                 37,0 ID                 4,2 ID          8,9 ID 

 

 

 

 

 

 

Fig.11: Valutazione dell’espressione della Glicoproteina P in cellule P3X di Controllo, 

Resistenti e Indotte 

a,b,c) Immunofluorescenza di cellule P3X di controllo, resistenti e indotte marcate con anti P-gp  

d) Analisi mediante western blot dell‟espressione della P-gp in cellule P3x di Controllo e 

Resistenti  

e) Analisi mediante western blot dell‟ espressione della P-gp in cellule P3x di Controllo e Indotte 

 

 

e 
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3.6 Trattamento cellulare con Vinblastina 

 

Per verificare se le cellule sottoposte al trattamento prolungato fossero resistenti anche ad 

altre molecole e come ulteriore conferma che nel meccanismo di resistenza indotto 

dall‟estratto di Aloe sulle cellule P3X fosse implicata la Glicoproteina P,  è stato utilizzato 

un substrato noto della P-gp, la Vinblastina, che induce normalmente apoptosi in linee 

cellulari (Jordan et al., 2004). 

Come mostrato dal grafico (Fig.12), le cellule della linea P3X sottoposte a trattamento con 

vinblastina hanno mostrato a 24 ore dalla somministrazione una inibizione della 

proliferazione cellulare pari al 62% alla concentrazione di 1 µg/ml, e al 80% alla 

concentrazione di 2 µg/ml mentre le cellule resistenti hanno subito una riduzione del loro 

numero relativo alle stesse concentrazioni pari a 23% e 40%. Quindi le cellule resistenti 

sono risultate resistenti anche al trattamento con la vinblastina. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.12:  Grafico relativo alla percentuale di  cellule P3X di controllo e 

resistenti sottoposte al trattamento con Vinblastina 
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3.7 Valutazione dell’espressione della P53 

 

Le cellule P3X di controllo, cellule “resistenti” e “indotte” sono state sottoposte ad analisi 

western blot e immunofluorescenza per verificare la diversa espressione della proteina p53, 

per appurare se il processo di resistenza fosse dovuto solamente ad una maggiore 

espressione della P-gp o se fosse coinvolto qualche altro meccanismo di resistenza.  

 

 

3.7.1 Immunofluorescenza 

 

Il saggio è stato condotto su cellule P3X di controllo, cellule “resistenti” e “indotte”; dai 

risultati ottenuti, utilizzando un anticorpo diretto contro la proteina p53, si è evidenziato 

nelle cellule resistenti (Fig. 13b) e indotte (Fig. 13c) una espressione della proteina p53 

meno marcata rispetto alle cellule P3X utilizzate come controllo (Fig. 13a).  

 

 

3.7.2 Western Blot 

 

Come evidenziato dai risultati ottenuti (Fig.13b), nelle cellule “resistenti” è presente una 

banda riconosciuta dall‟anticorpo anti-p53, lo stesso utilizzato nelle indagini di 

immunofluorescenza, di peso molecolare poco al di sopra di 50 kDa e riconducibile alla 

proteina di nostro interesse.  

 L‟intensità delle bande, calcolata con il software Quantity One ed espressa come 

Integrated Density (ID), è risultati pari a 8,58 ID per le cellule di controllo e 6,56 ID per 

quelle “resistenti”, che mostrano quindi una espressione minore della proteina rispetto alle 

cellule di controllo. 

Lo stesso tipo di analisi è stata ripetuta per le cellule definite “indotte” (Fig.13c) mostrando 

anche in questo caso la presenza di una banda riconosciuta dal nostro anticorpo di circa 50 

kDa e l‟intensità è risultata essere pari a 18,4 ID per le “indotte” rispetto a 8,1 ID del 

controllo. Questo dato conferma il risultato ottenuto mediante immunofluorescenza 

effettuato sulla stessa tipologia di campioni cellulari. 
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Fig.13: Valutazione dell’espressione della proteina p53 in cellule P3X di Controllo, 

Resistenti e Indotte 

a,b,c) Immunofluorescenza di cellule P3X di controllo, resistenti e indotte marcate con anti p53 

d) Analisi mediante western blot dell‟espressione della p53 in cellule P3x di Controllo e Resistenti 

e) Analisi mediante western blot dell‟ espressione della p53 in cellule P3x di Controllo e Indotte 
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4    DISCUSSIONE 

 

Nel corso dei numerosi test biologici effettuati in questa Tesi è stato osservato che mentre 

la somministrazione di dosi massicce di estratto di epidermide provocava rapidamente la 

morte di quasi tutte le cellule, il trattamento prolungato con basse dosi di estratto non 

manifestava questo effetto devastante ed era possibile trovare un certo numero di cellule 

vitali anche dopo diversi giorni di trattamento. Questi risultati potevano essere dovuti alla 

somministrazione di una dose di estratto di Aloe troppo bassa o all‟innesco di un 

meccanismo che inducesse nelle cellule l‟insorgenza di una forma di resistenza. 

Ulteriori test hanno dimostrato che le cellule, dopo essere state sottoposte ad un 

trattamento prolungato di basso dosaggio, risultavano essere insensibili a dosi massicce di 

estratto e che la loro percentuale di proliferazione era maggiore rispetto a quella delle 

cellule non trattate per lungo periodo e sottoposte poi a somministrazione massiccia. 

Questo risultato preliminare dimostra quindi che trattamenti prolungati con basse dosi di 

estratto fogliare di Aloe arborescens inducono nelle cellule di mieloma murino una forma 

di resistenza a successive somministrazioni. Inoltre, le basse dosi somministrate per un 

lungo periodo non danneggiano la cellula in modo rilevante ma attivano dei sistemi di 

difesa che permettono ad alcune di queste di sopravvivere e diventare “resistenti”.  

Le indagini condotte al microscopio elettronico a scansione mostrano che le cellule 

sottoposte a trattamenti prolungati mantengono i caratteri morfologici peculiari del tipo 

cellulare a cui appartengono, ma presentano anche delle differenze: le strutture filamentose 

presentano una morfologia non perfettamente integra, le lobature superficiali risultano più 

marcate e numerose e si possono notare nella popolazione cellule morte, dall‟aspetto simile 

ad ammassi spugnosi.  L‟effetto più evidente, tuttavia, è un consistente aumento del 

diametro medio delle cellule. Al microscopio elettronico a trasmissione le cellule di 

controllo presentano un assetto strutturale piuttosto caratteristico: sono infatti di forma 

sferoidale e al loro interno sono visibili, oltre ad un grosso nucleo, alcuni organelli 

cellulari. Tra le cellule trattate con basse dosi di estratto si ritrova una maggiore 

eterogeneità di strutture: si rinvengono contemporaneamente frammenti cellulari, cellule in 

apoptosi e cellule sane in diverse fasi del ciclo cellulare. La cromatina dei nuclei presenta 

infatti delle zone a diversi livelli di condensazione, ma ciò che è risultato rilevante è il 

numero elevato di cellule in mitosi, caratterizzate dai cromosomi riconoscibili come entità 

distinte.  
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Le cellule divenute “resistenti”, sottoposte ad immunofluorescenza utilizzando anticorpi 

monoclonali diretti contro la subunità  della tubulina, non sembravano subire un grosso 

cambiamento morfologico a carico dell‟apparato microtubulare, mentre il MTOC, rispetto 

al controllo, è risultato essere di dimensioni maggiori con emissione di fluorescenza più 

intensa. Un numero di cellule consistente era di dimensioni maggiori rispetto al controllo e 

risultavano inoltre presenti alcune cellule con fusi aberranti con tre MTOC da cui si 

dipartivano altrettanti fasci di microtubuli.  

La regolazione del volume in risposta ai cambiamenti in osmolalità extracellulare è una 

proprietà fondamentale della maggior parte delle cellule. Molti tipi di cellule vanno 

incontro a rigonfiamento cellulare attivato dai canali del cloro e una delle proteine che 

sono state identificate come implicate nella regolazione dell‟attività osmotica è la 

glicoproteina-P (Gill et al, 1992;. Valverde et al, 1992;. Luckie et al. 1994; Hardy et al, 

1995; Valverde et al. 1996). La glicoproteina-P (P-gp) è una proteina di membrana ad alto 

peso molecolare (circa 170 kD), localizzata sia sul plasmalemma sia sulle membrane degli 

organelli citoplasmatici, con funzione di trasportatore ATP-dipendente aspecifico della 

famiglia dei trasportatori ABC (Chan et al., 2006).  

Il naturale substrato della P-gp in cellule non neoplastiche sono ormoni steroidei (Yang et 

al., 1990), fosfolipidi (Gottesman e Higgins, 1992; Smit et al, 1993.; Ruetz e Gros, 1994), 

piccole molecole idrofobiche, peptidi lipofilici. Inoltre la pg-P è trasportatore attivo che 

può conferire resistenza alle cellule tumorali, pompando all‟esterno farmaci citotossici e 

svolgendo un ruolo fondamentale nella detossificazione delle cellule (Schinkel et al., 

1994). Questo fenotipo è noto come multidrug resistence (MDR) cioè “resistenza multipla 

ai farmaci antitumorali”, e svolge un ruolo cruciale per la sopravvivenza delle cellule; la 

sovraespressione di questa proteina nelle cellule tumorali rende queste ultime insensibili 

contemporaneamente ad una vasta gamma di agenti citotossici, molti dei quali utilizzati 

come chemioterapici (Gerlach et al., 1986; Luciani et al., 2002; Molinari et al., 2002). 

Questa ATP-asi di membrana è codificata da un gene denominato MDR1 e generalmente 

la sovraespressione della proteina è legata ad un processo di amplificazione genica, cioè ad 

un aumento del numero di copie del gene (Kakehi et al., 1988). E‟ stato osservato però che 

la P-gp è in grado di trasportare solo le forme coniugate di determinati composti tossici: 

questo ha fatto ipotizzare che questa proteina possa far parte (insieme ad enzimi della fase 

I e della fase II) del complesso macchinario intracellulare coinvolto nelle reazioni di 

detossificazione di composti sia endogeni che esogeni (Bao, 1999).  E‟ stato dimostrato 

che molte sostanze sono in grado di interferire con il funzionamento di questa pompa di 
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membrana: primi tra tutti i veleni cellulari, quali il cianuro, che bloccano la produzione di 

energia, farmaci di sintesi chimica quali norverapamil (Woodland et al., 2003) e soprattutto 

composti naturali quali flavonoidi (Boumendjel et al., 2002), antracicline (Gate et al., 

2003) e triterpeni (Ramachandran et al., 2003) e curcuminoidi (Limtrakul et al., 2003).  

Sono stati ampiamente studiati anche molti modulatori della P-gp. In uno studio condotto   

la sintesi di derivati dell‟aloenina (4‟-O-alchilati di aloenina) e loro derivati, solfati, hanno 

migliorato la proprietà e la citotossicità dei composti rispetto a quelli da cui derivano, su 

cellule umane di cancro del colon-retto (HCT 116), HCT 116/VCR 100-1-1 (vincristina 

indotta resistente) e epatoma umano (Hep G2) (Guang-zhu  et al., 2005)  

La rilevanza clinica della P-gp nei tumori è stata dimostrata in molte indagini cliniche 

(Efferth & Eichhorn., 2008) e di conseguenza su questa glicoproteina si stanno 

concentrando gli studi allo scopo di migliorare l‟efficacia delle terapie chemioterapiche. 

Grazie alle continue acquisizioni scientifiche si è evidenziato come la somministrazione 

concomitante del farmaco antitumorale con inibitori di trasporto della P-gp può migliorare 

l‟efficacia della terapia (Nobili et al., 2006; Takara et al., 2006). 

Come detto in precedenza la P-gp è coinvolta nel processo di regolazione del volume 

cellulare. Mentre il processo apoptotico generalmente è associato all‟iposmosi cellulare 

dovuta al rilascio di ioni Na
+
, Cl

-
 e acqua, (Hofman et al. 09; Lang et al. 2007; Okada et al., 

2009) l‟induzione del fenotipo di resistenza nelle cellule tumorali genera iperosmosi, 

conseguenza dell‟attivazione dei canali del cloro e della modulazione dei movimenti del 

NaCl, contribuendo a contrastare l‟apoptosi (Poulsen et al., 2010). Sulla base di queste 

acquisizioni scientifiche, si è pensato di indagare la maggiore espressione della 

glicoproteina P nelle cellule di mieloma murino rese resistenti con il trattamento 

prolungato rispetto alle cellule di controllo.  

Per poter valutare la sovraespressione della glicoproteina P è stato effettuato un test di 

western blot, strumento utile per lo studio dell‟espressione di proteine (Burnette, 2009).  

Nelle cellule “resistenti” si è riscontrata la presenza di una banda più marcata nella corsia 

della frazione delle membrane pari a 36,95 ID (integrated density) rispetto alla stessa 

frazione delle cellule di controllo dove la banda risultava meno marcata con un valore di 

26,13 ID. Tale banda identificava una proteina con peso molecolare compreso tra 170-178 

kDa, dato in accordo con quanto riportato in letteratura a riguardo la P-gp (Chan et al., 

2006). 

La sovraespressione della glicoproteina P è stata ulteriormente confermata da un‟analisi di 

immunofluorescenza utilizzando lo stesso anticorpo impiegato precedentemente nel 
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Western blot. Dalle immagini ottenute si evince una maggiore espressione della 

glicoproteina P nelle cellule “resistenti” rispetto al controllo. 

A supporto dell‟ipotesi che nel meccanismo di resistenza indotto tramite l‟estratto di Aloe 

sulle cellule P3X fosse implicata la Glicoproteina P e per verificare se le cellule sottoposte 

al trattamento prolungato fossero resistenti anche ad altre molecole, sono stati condotti 

saggi utilizzando la Vinblastina, un alcaloide estratto dalla vinca rosea (Catharanthus 

roseus), conosciuto come substrato della Pg-p. Questa proteina è in grado, legandolo, di 

ridurne la sua concentrazione intracellulare estromettendolo dalla cellula (Gottesman 

1993). La vinblastina è utilizzata comunemente come chemioterapico, interferisce con i 

microtubuli incidendo sulla loro instabilità dinamica e causandone la depolimerizzazione, 

come conseguenza di questo induce inibizione della proliferazione cellulare e apoptosi. 

(Jordan 2002; Dhamodharan  et al., 1995; Jordan et al., 2004) 

Le cellule P3x di controllo e cellule “resistenti” all‟estratto di Aloe sono state trattate con 

vinblastina e dai risultati ottenuti è emerso che le cellule resistenti sembrano essere meno 

sensibili al trattamento con questa molecola rispetto alle cellule di controllo. Da questi dati 

emerge quindi che la resistenza acquisita a seguito dei ripetuti trattamenti con basse dosi di 

estratto di Aloe, non è specifica solo per l‟estratto di questa pianta ma le cellule resistenti 

risultano meno sensibili anche al trattamento con un substrato noto della pg-P che induce 

apoptosi. 

Sono stati eseguiti inoltre esperimenti volti a dimostrare che nella induzione di resistenza 

di cellule P3X mai venute a contatto con l‟estratto di Aloe possa essere coinvolto il mezzo 

di coltura. A tale scopo cellule di questa linea sono state tenute in coltura nel mezzo 

prelevato da colture di cellule resistenti, e ne è stata successivamente valutata la 

proliferazione cellulare mediante test MTT dopo trattamento con dosi elevate di estratto.   

Queste cellule sono state denominate "indotte". Dai dati è emersa una inibizione della 

proliferazione cellulare inferiore rispetto a cellule di controllo non messe a contatto con il 

medium ma solo sottoposte a trattamento con estratto. 

Questo potrebbe essere spiegato con un rilascio nel medium, da parte delle cellule 

resistenti,  di molecole-segnale in grado di indurre il fenotipo di resistenza. 

Il test western blot, effettuato sulle cellule “indotte” per verificare se la glicoproteina P 

fosse maggiormente espressa, ha mostrato la presenza di una banda più marcata nella 

corsia della frazione delle membrane con ID pari a 8,9 rispetto a 4,2 del controllo, a 

conferma che, la P-gp risultava espressa in maggiore quantità rispetto al controllo.  
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Un‟ulteriore conferma della sovraespressione della P-gp in cellule “indotte” si è avuta 

effettuando l‟immunofluorescenza; dalle immagine ottenute  era ben visibile la maggiore 

espressione della glicoproteina P rispetto alle cellule di controllo.    

Il meccanismo implicato nella maggiore espressione del gene MDR1  non è stato ancora 

pienamente compreso. Lo studio di questo meccanismo molecolare e delle vie di 

trasduzione del segnale, coinvolte nella regolazione di geni associati a MDR, potrebbe 

essere utile al fine di migliorare l‟efficacia dei trattamenti chemioterapici. Dalla letteratura 

è noto però che diversi fattori di crescita stimolano una cascata che coinvolge una  proteina 

chinasi che attiva in sequenza Raf, MEK, e ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase). 

Recenti studi dimostrato che la modulazione dell‟attivazione di ERK può essere un nuovo 

metodo per invertire la MDR (Li ,2008 ,Hu  et al. 2003).   

Da uno studio effettuato su una linea cellulare Doxorubicina-resistente, generata dalla linea 

cellulare Daudi, sembra che l'acquisizione della MDR sia associata con una maggiore 

traslocazione nucleare di YB-1, un fattore oncogeno di trascrizione/traduzione che è sovra-

espresso in numerosi di tipi di cancro, e una maggiore attività MAPK/ERK.  La 

Doxorubicina infatti può aumentare l'espressione del gene MDR1 attraverso l'attivazione 

della via di trasduzione MAPK/ERK, la maggiore espressione di YB-1, inducendone la 

traslocazione nucleare e migliorandone l'attività di legame al DNA. (Huiling et al 2011). Il 

percorso MAPK/ERK potrebbe essere un nuovo bersaglio con cui interrompere la 

traslocazione nucleare di YB-1, che ha importanti implicazioni per l'ulteriore sviluppo di 

strategie terapeutiche. 

Un altro studio ha dimostrato che YB-1 è normalmente localizzata nel citoplasma, tuttavia, 

il trattamento con farmaci antitumorali, ipotermia, e la luce ultravioletta ha indotto la sua 

rapida traslocazione al nucleo, dove  ha portato all‟attivazione del gene MDR1 (Schitt et al 

2007). 

Tuttavia, i meccanismi attraverso i quali YB-1 partecipa alla MDR e come si attiva per 

indurre l'espressione di MDR1 non è stato ancora compreso pienamente.  

Coles e collaboratori (Cole set al. 2005) hanno riportato che YB-1 è fosforilato da ERK2 in 

vitro e che il legame di YB-1 ai geni a valle è regolato da questa fosforilazione. Questi 

risultati confermano che percorsi ERK / MAPK possono regolare l‟espressione di MDR1 

attraverso l'azione di YB-1.  

Quindi le P3X resistenti potrebbero rilasciare nel medium un fattore che, attivando la via di 

trasduzione MAPK/ERK e il fattore YB-1, induce la maggiore espressione del gene di 
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resistenza nelle cellule non trattate permettendo loro di acquisire resistenza a successivi 

trattamenti con estratto. Questa ipotesi sarà oggetto di ulteriori studi. 

Ulteriori esperimenti sono stati svolti allo scopo di verificare se il processo di resistenza 

all‟Aloe, espresso nel nostro modello cellulare, fosse dovuto solamente ad una maggiore 

espressione della P-gp o se fosse implicato qualche altro meccanismo di resistenza. Tra i 

meccanismi P-gp indipendenti è possibile citare la resistenza associata all‟alterazione 

dell‟espressione e della funzione della p-53 (Wattel E. et al., 1994) infatti la mancata 

attivazione della risposta apoptotica innescata da p53 rende le cellule resistenti ai trattamenti 

radio- e chemioterapici (Hollstein et al., 1991). L‟attivazione del gene p53 e la 

sovraespressione del gene MDR1 possono essere correlati nella resistenza a farmaci, in uno 

studio effettuato per studiare il meccanismo di regolazione dell'espressione del gene di 

multiresistenza (MDR-1) e la resistenza associata a proteine (MRP), si è indagato se p53, 

WT1, RB, C-myc, N-myc, ciclina D1, p16INK4 (p16) fossero coinvolte nella acquisizione 

del fenotipo multiresistenza (MDR) nelle cellule umane vincristina (VCR)-resistenti di 

leucemia, ed è emerso che nelle cellule in cui era presente la sovraespressione di MDR-1, 

p53 era down regolata, sembra infatti che p53 può direttamente o indirettamente mediare 

l'espressione di MDR-1 (Masao et al.‟98) 

Nel nostro studio, al fine di valutare l‟espressione della p53 nelle cellule di controllo, 

resistenti e indotte, sono stati condotti esperimenti di western blot e immunofluorescenza 

utilizzando un anticorpo diretto contro la p53.  

Risultati preliminari sembrano dimostrare, nelle cellule resistenti e indotte, una minore 

espressione della proteina p53 in contemporanea ad una maggiore espressione della P-gp 

confermando quanto emerso dalla bibliografia. 

Gli esperimenti condotti in questa Tesi hanno come modello cellulare le cellule di mieloma 

di topo e ovviamente ulteriori e più approfonditi studi necessiteranno per valutare se 

quanto qui riportato può avere una possibile rilevanza per applicazioni sull‟uomo.   
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