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RESUMO

Introdugao: A Spirulina € uma cianobactéria, utilizada como produto natural
pelo alto valor nutricional de proteinas, nutrientes e minerais. Essa alga possui
diversos efeitos benéficos a saude humana como, agao anti-hipertensiva, antioxidante
e anti-hiperlipémica. Atualmente, a Spirulina vem sendo considerada como um
medicamento natural capaz de prevenir ou controlar algumas doencas. Objetivo:
Avaliar o potencial angiogénico, antiangiogénico, citotoxico, genotéxico e
antigenotdxico da Spirulina. Metodologia: foi realizado um estudo experimental
através do teste de micronucleo para avaliar a genotoxicidade e antigenotoxicidade.
Foram utilizados camundongos tratados intraperitonealmente, com as doses de 1000
mg kg-', 500 mg kg-' e 250 mg kg-' da solugéo aquosa da Spirulina, no tempo de 24
horas. Para avaliar a antigenotoxicidade, utilizou-se as mesmas doses citadas
anteriormente, concomitante com a doxirrubicina. Para avaliagcdo da angiogénese e
antiangiogénese foram utilizados ovos embrionados de galinha, testados também com
as mesmas doses descritas anteriormente. Foi utilizada estatistica descritiva, ANOVA
e Tukey para analise dos resultados, através do programa BioEstat 5.0. Resultados:
os resultados da avaliagao da genotoxicidade a solugao da Spirulina apresentou nas
trés concentragdes atividade genotoxica. Quando testado o potencial antigenotoxico,
o estudo evidenciou uma diminuic¢ao significativa na frequéncia micronucleos em 4000
EPC, as frequéncias foram comparadas com o controle positivo considerando um
p>0,05, mostrando assim uma atividade antigenotoxica. Os resultados do ensaio de
angiogénese indicaram que a solugéo da Spirulina nas trés doses utilizadas, provocou
uma diminuic¢ao significativa na area de porcentagem da rede vascular na membrana
corioalantéides, quando comparados ao grupo controle positivo, demostrando assim
uma atividade antiangiogénica. Conclusao: Conclui-se que a solugao da Spirulina
apresentou atividade genotoxica, antigenotéxica e atividade antiangiogénica nas
concentragbes testadas e nado apresentou atividade citotoxica nas concentragdes

testadas através da relagao eritrécitos normocromaticos e eritrécitos policromaticos.

Palavras-chave: Angiogénese Arthrospira maxima, Citotoxicidade, Membrana

Corioalantéide, micronucleo.



ABSTRACT

Introdution: Spirulina is a cyanobacterium used as a natural product with high
nutritional value of proteins and minerals. This algae has several beneficial effects on
human health, such as antihypertensive, antioxidant and antihyperlipemic. Currently,
Spirulina has been considered a natural drug to prevent and control some diseases.
Aim: To evaluate the angiogenic, antiangiogenic, genotoxic and antigenotoxic activity
of Spirulina. Methodology: Mice were treated with doses of aqueous solution of
Spirulina of 1000 mg/kg, 500 mg/kg or 250 mg/kg by the intraperitoneal route, and the
effect genotoxicity and antigenotoxicity was evaluated by micronucleus test after 24
hours. To evaluate the antigenotoxicity the mice was injection using the same doses
in association with the doxirubicina.. In addition, antigenic and angiogenic activity was
evaluated using embryonated chicken eggs injected with the different Spirulina doses.
Descriptive statistics, ANOVA and Tukey were used to analyze the results, by BioEstat
5.0 software. Results: For the genotoxicity tests using spirulina solution, genotoxic
activity was demonstrated for all the doses tested. When tested for the antigenotoxic
effect of the Spirulina solution, the study showed a significant decrease in
micronucleus frequency in 4000 PCE compared to the frequencies of the positive
control, considering a p> 0.05, which demonstrates antigenotoxic activity. The results
of the angiogenesis assay demonstrated that the three injected doses of Spirulina
solution induced a significant decrease in the percentage area of the vascular bundle
in the chorioallantoic membrane compared to the control group, indicating an
antiangiogenic activity. Conclusion: In conclusion, the Spirulina solution showed
genotoxic, antigenotoxic and antiangiogenic activity, however it does not show
cytotoxic activity at the concentrations tested by the ratio of normochromatic

erythrocytes and polychromatic erythrocytes.

Keywords: Arthrospira maxima,  Angiogenesis, Citotoxicidade chorioallantoic

membrane, micronucleus.
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1 INTRODUCAO

A uso de plantas pelo homem como alimento e tratamento de doencgas é
conhecido desde a antiguidade. A utilizacdo de plantas medicinais, incluindo os
extratos, de uso popular como recurso terapéutico € uma tendéncia generalizada na
populagdo brasileira (PEREIRA; CARDOSO, 2012). O emprego das praticas
medicinais alternativas ou seja, uso de produtos naturais esta presente em diversas
partes do mundo, sendo que na Franga este percentual chegou a 75%, no Canada
70% e nos EUA 42% e estima-se que cerca de dois bilhdes de pessoas no mundo
utilizam medicina popular baseada na extragao de principios ativos das plantas, para
o tratamento de diversas doengas (SMITH-HALL; LARSEN; POULIOT, 2012; ZENI et
al. 2016).

A Arthrospira maxima € uma cianobactéria da familia Oscillatoraceae que
cresce nas aguas alcalinas em areas subtropicais e tropicais, incluindo América, Asia
e Africa Central onde é conhecida popularmente como Spirulina (SPR). Essa planta
tem sido amplamente utilizada como fonte de alimentacdo pelo seu alto valor
nutricional de proteinas, nutrientes e minerais. Além disso, a Spirulina possui efeito
benéfico para a saude humana, pois varios estudos tém demonstrado agdes anti-
hipertensivas, antioxidante e anti-hiperlipémico (TORRES-DURAN; FERREIRA-
HERMOSILLO; JUAREZ-OROPEZA, 2008). Outros trabalhos demonstraram melhora
no tratamento da esteatose hepatica, obesidade e doencgas cardiovasculares, que hoje
estdo associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade (CANDELARIA et al.
2017). Propriedades antigenotéxicas e anticarcinogénicas foram comprovadas em
pesquisas realizadas in vivo e in vitro (ALVAREZ-GONZALEZ et al. 2013).

Nos ultimos anos, aumentou-se o interesse em avaliar o potencial antioxidante
dos hidrolisados de proteinas e sua possivel aplicagcdo como alimentos funcionais e
nutracéuticos (MARTINEZ-PALMA; MARTINEZ-AYALA; DAVILA-ORTIZ, 2015). Hoje,
a Spirulina é considerada como produto natural, capaz de prevenir ou controlar
doencas, fornecendo beneficios médicos e tem apresentado uma série de melhorias
principalmente como na hipercolesterolemia, certas doengas inflamatérias, alergias,
cancer, toxicidade ambiental e toxicidade induzida por drogas, doencgas

cardiovasculares entre outras patologias (CARDOSO et al. 2017).
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Os efeitos anti-hiperlipémicos da Spirulina tém sido demonstrados em animais
roedores e a redugéo dos niveis de colesterol foi relatada pela primeira vez em ratos
albinos por Devi e Venkataraman em 1983, logo depois, em camundongos em 1984,
por Kato et al. No estudo com ratos, a suplementacdo com a Spirulina e uma dieta
com altos teores de gordura e colesterol resultou em uma diminuig&o significativa no
colesterol sérico total, LDL, VLDL, enquanto o HDL foi aumentado concomitantemente
(DENG; CHOW, 2010; DEVI; VENKATARAMAN, 1983).

Estudos sobre os efeitos antioxidantes da Spirulina em humanos sugerem
resultados positivos para a saude, também para o desempenho fisico devido a sua
composi¢ao quimica com alta concentragao proteica (LUCAS et al. 2017). O estresse
oxidativo e a inflamagao contribuem simultaneamente para a patogénese da
aterosclerose, hipertrofia cardiaca, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo. Por isso,
agentes com atividade antioxidante e/ou anti-inflamatéria podem revelar-se benéficos
no combate a doengas cardiovasculares (HERNANDEZ-LEPE et al. 2015).

Diversos trabalhos tém favorecido uma compreensao mais adequada dos
mecanismos de carcinogénese. O processo de angiogénese que é a formacgao dos
Novos vasos sanguineos a partir de outros ja existentes, sdo estimulados por alguns
fatores, e esses vasos sdo necessarios para o fornecimento dos nutrientes e a
oxigenacao adequada para crescimento dos tumores (PINHO, 2017). A angiogénese
se encontra em diversos processos fisiolégicos como a menstruagao, cicatrizagcdo de
feridas e outros. Os casos patoldgicos como retinopatia diabética, artropatias cronicas,
angiofibroma, glaucoma vascular, disseminacdo metastatica, crescimento tumoral e
desenvolvimento de placa de ateroma a neovascularizagcao também esta presente
(GONZALEZ et al. 2000; SAFATLE et al. 2002).

As substancias antimutagénicas podem ser classificadas ou divididas em
desmutagénicos, substancias com papel de protecdo ao inativar as substancias
mutagénicas antes de atuarem sobre o DNA e, as substancias bioantimutagénicos
com capacidade de inibir a mutacao por interferirem sobre os processos metabdlicos
de reparacao inerentes a célula (KADA; MORITA; INOUE, 1978).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Spirulina

A Spirulina € uma cianobactéria unicelular pertencente a familia
Oscillatoraceae, que geralmente cresce nas aguas alcalinas da Africa, Asia, América
do Sul e também no México. E conhecida, pelo seu alto teor de proteina (60-70% em
peso seco) e abundancia de nutrientes essenciais, como carotendides, vitaminas,
minerais e aminoacidos de valor biolégico e por isso durante séculos foi utilizada com
suplemento dietético (GUTIERREZ-SALMEAN; FABILA-CASTILLO; CHAMORRO-
CEVALLOS, 2015; NAH et al. 2012).

No Brasil, o uso de produtos naturais tem se tornado cada vez mais frequente.
O aumento na procura da Spirulina para utilizacdo na reducao de massa corpérea e
peso é frequente em todo Brasil (ZENI et al. 2016). A atividade bioldgica da Spirulina
e alguns de seus componentes tem sido objeto de varias pesquisas, com a finalidade
testar seus efeitos farmacologicos hipolipemiante e antioxidante (HERNANDEZ-LEPE
et al. 2015; OLIVEIRA et al. 2013). A Spirulina possui varios efeitos benéficos para
saude, como a melhora do perfil lipidico, a reducéo da hipertensao arterial sistémica,
além de se mostrar eficaz no tratamento da desnutricdo (LUCAS et al. 2017). Outros
estudos em humanos e camundongos, mostraram que o consumo de Spirulina como
suplemento dietético traz beneficios para a saude na prevencado ou controle da,
inflamacgéao, cancer e doencga cardiovascular (NAH et al. 2012).

Estudos anteriores demonstraram outras atividades da Spirulina, como inibidor
da replicagcado viral, prevencdao da anemia, doenca hepatica gordurosa e ainda
propriedades hipoglicémicas, e capacidade em diminuir a genotoxicidade induzida por
drogas (TORRES-DURAN; FERREIRA-HERMOSILLO; JUAREZ-OROPEZA, 2008).
A alta concentracao proteica demonstra a viabilidade da aplicagdo desta fonte como
enriguecimento nutricional dos alimentos. Na sua composicao a Spirulina apresentou
59,5% proteinas, 7,0% de lipidios, 17,2% de carboidratos e 16,5% de cinzas, em base
seca (LUCAS et al. 2017). Essa alga pelo seu alto valor nutricional, tem sido
empregada também como ragcdo animal, como fonte de proteinas, para melhorar a
producao e qualidade da carne (FINAMORE et al. 2017).
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Outra espécie, a Spirulina platensis, tem atraido consideravelmente interesse
entre especialistas em aves, devido as suas elevadas propriedades nutricionais e
funcionais, que podem ser benéficas para frangos de corte. O uso dessa espécie,
demonstrou diminuir o numero de Escherichia coli no intestino das aves, resultando
no aumento da altura das vilosidades e, consequentemente, melhorando a

capacidade de absorcao dos intestinos de frangos de corte (SUGIHARTO, 2018).

2.2 ATIVIDADE ANGIOGENICA E ANTIANGIOGENICA

O conceito proposto inicialmente por Folkman, na década de 70, definia a
angiogénese como o desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir de vasos
capilares pré-existentes, envolvendo uma série de eventos: proliferagdo de células
endoteliais, migracdo de células para pontos distais, realinhamento celular e a
formacao de vasos (BESSA et al. 2015).

A angiogénese esta presente em varios processos fisioldgicos como a
menstruacgao, cicatrizagcao de feridas e outros. Também aparece em casos patologicos
como retinopatia diabética, artropatias crénicas, degeneracdo macular, inflamagao
cronica, angiofiboroma, glaucoma vascular, disseminacdo metastatica, crescimento
tumoral e desenvolvimento de placa de ateroma (GONZALEZ et al. 2000; SAFATLE
et al. 2002).

A angiogénese, que € a formagcao de novos vasos sanguineos capilares, tem
um importante aspecto dentro da pesquisa cientifica. Pode ocorrer anormalmente em
tumores malignos, como pode ser observado na Figura 1. E valido destacar, que o
processo de angiogénese, no qual, as células tumorais estimulam a formagao dos
NOVOS vasos sanguineos que sao necessarios para o fornecimento dos nutrientes e a

oxigénio, propiciando um crescimento célere dos tumores (PINHO, 2017).
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Figura 1 — Representacao esquematica da angiogénese.
Fonte: Adaptado SCIENCE OF CRC, 2018

Sabe-se, a muito tempo, que os tumores apresentam uma vascularizagao
aumentada em relacdo aos tecidos normais. Esses achados foram sempre
considerados como uma consequéncia do processo inflamatério decorrente das areas
focais de necrose existentes na massa tumoral. Hoje, existem evidéncias que a
presenca desta vascularizagao exacerbada € uma condigcio essencial para que ocorra
o desenvolvimento neoplasico, metastase e crescimento tumoral, e esse processo &
chamado de angiogénese (CHUNG et al. 2017; PINHO 2017).

O processo da angiogénese envolve mecanismos de ativagcédo, que acontece
quando algum estimulo induz mudangas nas células epiteliais, passando de um
estado de repouso para um estado de replicagao e migragdo, com a formagao de
novos capilares, esse fendbmeno pode ocorrer de forma fisiolégica ou patologica. Por
outro lado, existem fatores que atuam no sentido inverso a formacado de novos
capilares, sendo conhecido como antiangiogénicos (LIEKENS; CLERCQ; NEYTS,
2002).

Os fatores relacionados ao processo de angiogénese, anteriormente citados
sdo: fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e as metaloproteases (MMPs).
O VEGF é responsavel pela proliferacdo de células endoteliais e migragao dessas
células até locais onde havera a formacao de novos tubos capilares (VALIATTI et al.

2011), enquanto que, as MMPs regulam o processo de protedlise da matriz
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extracelular e é responsavel pelo remodelamento da matriz durante a angiogénese
(LIU et al. 2017).

Recentemente, novas pesquisas tém dado énfase ao estudo de substancias
provenientes de plantas que apresentam propriedades em estimular o aparecimento
ou inibicdo desses novos vasos sanguineos (ARAUJO et al. 2015; BESSA et al. 2015;
MELO-REIS et al. 2010). O acumulo de conhecimentos e estudos até o momento
sobre a importancia da angiogénese, como fator primordial no desenvolvimento
tumoral, levaram a proposigao de uma estratégia terapéutica anti-neoplasica, baseada
no desenvolvimento de medicamentos derivados de plantas, capazes de proporcionar

uma redugao do crescimento tumoral (PINHO, 2017).

2.3 ATIVIDADE GENOTOXICA E ANTIGENOTOXICA

Genotoxicidade pode ser definida como a capacidade que algumas substancias
tém de induzir alteragées no material genético de organismos a elas expostos e essas
alteragbes sdo responsaveis pelo surgimento de cénceres e doengas de ordem
genéticas e hereditarias por meio de mutagdes génicas, danos cromossémicos ou
lesdao no DNA (CARNEIRO et al. 2017; VALENTE et al. 2016).

Os medicamentos naturais e nutracéuticos sao utilizados para a manutencao e
a recuperacao da saude humana, isso desde os primordios da existéncia humana até
atualidade. Esses medicamentos sao usadas desde as formas mais simples de
tratamento tradicionais, como emplastro, chas e banhos até as formas mais
sofisticadas a nivel industrial (HAMILTON, 2004; LORENZI; MATOS, 2008).

Grande parte da populagcao mundial pratica a automedicagao, como exemplo,
na Alemanha, a prevaléncia do uso irracional de medicamentos esta em torno de
27,7%, em Portugal 26,2% de toda populagdo (ARRAIS et al. 2016). Essa estimativa
inclui a utilizagdo das plantas medicinais, por facil acesso e menor custo em
comparagao com os medicamentos sintéticos. Todavia, apesar da consideravel
caréncia de estudos clinicos a respeito das plantas medicinais comumente
consumidas pela populagao, sabe-se que elas podem apresentar efeitos colaterais,
nao oferecendo, portanto, seguranga no seu uso, podendo até levar a problemas mais

graves como o caso genotoxicidade (LIMA et al. 2012). Estudos de genotoxicidade
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sdo necessarios por contribuirem com a utilizagdo mais segura e eficaz de novas
drogas ou de novos tratamentos (COMBES, 1992).

E notdrio que alguns compostos dos extratos vegetais podem causar doencas
e até a morte por agdo de agentes genotoxicos ou carcinogénicos. O interesse em
determinar os riscos no uso medicinal desses extratos se explica por agdes
indesejaveis que os mesmo podem provocar. As mutagdes génicas atuam em etapas
do processo da carcinogénese humana, sendo assim, testes que detectam compostos
genotoxicos permitem identificar substancias que oferegam esse risco
(PAUMGARTTEN; CARNEIRO; OLIVEIRA, 2017; LUZ et al. 2012).

Neoplasia € um termo abrangente e descreve diversas doengas que sao
provocadas por células que se proliferam sem um controle adequado.
Independentemente da exposicdo a um agente cancerigeno, as células também
podem sofrer processos de mutagdes espontdneas em seus genes. Entretanto, o
consumo de alguns medicamentos pode estar relacionado com surgimento de alguma
neoplasia, por isso, ha uma crescente preocupagao em relagao aos riscos do uso de
algumas substancias (SILVA et al. 2017).

A antigenotoxicidade, por sua vez, € a capacidade que tém algumas
substancias naturais ou sintéticas de proteger o DNA do dano ou modular a agéo do
agente genotdxico. Essas substancias sao conhecidas por agentes antigenotoxicos
(WATERS et al. 1996).

A antigenotoxicidade inclui: a inibicao da ativacdo de substancias
cancerigenas, a detoxificagdo de carcindgenos, o bloqueio da ligagdo carcindbgeno ao
DNA e a otimizacao de reparo do DNA (NAMASIVAYAM, 2011). Existem substancias
que apresentam propriedades antigenotoxica como os betas carotenos (Vitamina A),
acido ascorbico (Vitamina C), o tocoferol (Vitamina E) acidos graxos essenciais e
antioxidades lipossoluveis (CHOOPANI et al. 2017; FINAMORE et al. 2017; MARTINS
et al. 2017).

Substancias antigenotéxicas tém despertado interesse na comunidade
cientifica e também das industrias farmacéuticas, pois esses agentes podem
apresentar propriedades para a prevencao de danos ao DNA. Pesquisas sobre
antigenotoxicidade apresentam potencial promissor, pois poderiam vir a elucidar a
efetividade de algumas substancias antigenotoxicas, encontradas nas plantas usadas
na medicina popular (VEIGA JUNIOR, 2008).
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2.4 TESTE DO MICRONUCLEO EM MEDULA OSSEA DE CAMUNDONGOS IN
VIVO

Dentre os testes de avaliagao da genotoxicidade o ensaio de micronucleo (MN)
em medula 6ssea de roedores, aceito e recomendado pelas agéncias internacionais
de pesquisa, inicialmente desenvolvido por Schmid (1976) é amplamente utilizado
para avaliacao e registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram no
mercado mundial, como um estudo toxicoldgico preliminar. Neste teste, é detectada a
acao de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos (que
induzem aneuploidia ou segregacéo cromossdmica anormal) (BUCKER; CARVALHO;
ALVES-GOMES, 2006; RIBEIRO et al. 2003).

O teste do MN pode ser realizado em qualquer populagcao de células que esteja
em constante divisdo. Nesse caso, a medula 6ssea hematopoiética de mamiferos é
indicada para o estudo, uma vez que as células levam de 10 a 24 horas para
completarem um ciclo de divisdo. A presenca de micronucleos pode ser pesquisada
em eritrocitos policromaticos (EPC, eritrécitos jovens) ou eritrécitos normocromaticos
(ENC, eritrocitos maduros) de medula 6ssea de camundongos, (MUTAGEN-BRASIL,
2018).

Agentes Formacgao dos micronucleos
Genotoxicos Efsosisnip
: Quebra s:mmgssémnco
. N ¢ r )
Danono  Cromossomo .
Profase Metafase Lﬁnéfase Telofase
° - Le]

Figura 2 — Representagao esquematica da formagao de micronucleos na divisdo celular.
Fonte: Adaptado de Andrade (2007).
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Os micronucleos sdo formados na anafase, quando cromatides e fragmentos
cromossOmicos acéntricos se atrasam em relagdo aos elementos do centrémeros,
quando estes se ligam aos polos do fuso. Apds a teléfase (ultima fase da divisao
celular), os cromossomos nao danificados e os fragmentos de centrdbmeros dao
origem aos nucleos das novas células. Os elementos que se atrasam sao também
incluidos nas células filhas, mas muitos se transformam em nucleos secundarios,
muito menores que o nucleo principal, denominado micronucleo (COSTA, 2011).

Esse teste da pesquisa do micronucleo € um dos ensaios mais utilizados em
avaliagbes genotodxicas, sendo bastante eficiente e permitindo a analise de uma
grande numero de células. Representa uma maneira simples, rapida, de baixo custo
e precisa para estimar dano genético induzido, sendo assim utilizado como uma
ferramenta aplicavel para testar o efeito de compostos quimicos sobre as células
(RIBEIRO, 2003).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial angiogénico, antiangiogénico, citotoxico, genotoxico e

antigenotdxico da Spirulina.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a atividade genotoxica da Spirulina mediante a realizagdo de
experimentos “in vivo”, utilizando como modelo experimental o teste de
micronucleo.

Investigar a atividade antigenotéxica da Spirulina mediante realizagdo de
experimentos “in vivo”, pelo tratamento com a solugdo da planta e um
produto sabidamente genotdxico a Doxorrubicina utilizando-se o teste de
micronucleo.

Avaliar o efeito citotdxico da Spirulina, através da relagcdo eritrocitos
normocromaticos e eritrocitos policromaticos.

Investigar a atividade angiogénica da Spirulina, por meio da realizagéo de
testes laboratoriais “in vivo®, utilizando como modelo experimental a
Membrana corioalantéide (MCA) do ovo embrionado de galinha.

Investigar a atividade antiangiogénica da Spirulina, por meio da realizagcao
de testes laboratoriais “in vivo”, utilizando como modelo experimental a

Membrana corioalantéide do ovo embrionado de galinha.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  OBTENGAO DA Spirulina

A Spirulina foi adquirida nas farmacias comerciais de Goiania na apresentagao
em capsula, fabricado pelo Laboratorio Unilife Vitamins, com autorizagcdo do MS sob
n® 6.02234-1.

4.2 OBTENCAO DA SOLUCAO DA Spirulina

A solugdo aquosa foi obtida por diluicdo com agua destilada da capsula de
Spirulina, onde foram aplicadas as seguintes doses: 1000 mg kg'', 500 mg kg e 250

mg kg™

4.3  ANIMAIS DA EXPERIMENTAGAO

Para realizar o teste do micronucleo, foram utilizados 40 camundongos
machos, saudaveis, da espécie Mus musculus “outbred", linhagem Swiss Webster,
oriundos do Biotério Central da Pontificia Universidade Catdlica de Goias,
apresentando peso corpoéreo entre de 30 a 40 g e faixa etaria entre 45 a 60 dias. Os
animais foram alojados em gaiolas individuais de polipropileno, com piso solido,
forradas com maravalha previamente esterilizada, conforme padrdes internacionais e
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal — COBEA (DAMY et. al. 2010).

Os animais foram acomodados em ambiente com temperatura média de 24 *
2 °C e umidade relativa de 55 £ 5 %; com ciclo de claro-escuro de 12 horas e tiveram

agua e alimentagao ad libitum.
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4.4 PADRONIZACAO DO AMBIENTE

Os animais foram adaptados ao espaco fisico do Laboratério de Estudos
Experimentais e Biotecnoldgicos (LEB) da Pontificia Universidade Catdlica de Goias,
situado na Rua 232, N° 128 — Setor Universitario — Area V — 3° andar, sala 5 (Préximo
a Pracga Botafogo) CEP 74605-140, Goiania — GO.

A adaptagao dos animais ao ambiente proposto, proporcionou o bem-estar, de
forma que as gaiolas ficaram préximas umas das outras para diminuir o estresse entre
0s animais.

A luminosidade, a temperatura, a intensidade de ruido e a umidade relativa do

ar foram as do ambiente geral.

4.5 OVOS EMBRIONADOS DE GALINHA

Foram analisadas 60 membranas corioanlantéides do ovo embrionado de
galinha (Gallus domesticus). Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Estudos Experimentais e Biotecnoldgicos (LEB) da Pontificia Universidade Catdlica
de Goias e também no Laboratério de Analises Clinicas da UniFG. Os ovos foram

obtidos da granja Carrapicho, distrito de Guirapa, Pindai-Bahia.

46 REAGENTES E SOLUCOES

4.6.1 Solubilizacao das células

e Soro fetal bovino de Laborclin Produtos para Laboratérios.
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4.6.2 Corante

Tabela 1 — Composi¢cao do Corante pandtico

Categoria Composicao
Instant Prov | Solucédo alcodlica de ciclohexadienos a 0,1 %
Instant Prov I Solucao aquosa de azobenzenosulfonico a 0,1%; estabilizante |

a 3%; conservante a 0,26%

Instant Prov I Solugao alcodlica de fenotiazinas a 0,1%; estabilizante a 1,5%;
conservante a 0,26%

4.6.3 Doxorrubicina

Controle indutor da formagdo de micronucleos (substancia genotdxica).
Solugdo injetavel na concentragdo .2mg/mL - Laboratério Tecnofarma, Validade
22/2020

4.6.4 Dexametasona

Controle inibidor da angiogénese. Solucao de Dexametasona injetavel, na
concentracdo de 4mg/mL — Aché Laboratorios Farmacéuticos, Lote n° 1511880,
validade em dezembro de 2018.

4.6.5 Regederm®

Controle indutor da angiogénese: Regederm® - Pele Nova Biotecnologia, Lote
n° 00134061, validade em outubro de 2018.

4.7 APROVAGCAO EM COMITE DE ETICA

O presente trabalho teve a avaliacdo e a aprovacdo da Comissao Etica em Uso
de Animais da Pontificia Universidade Catdlica de Goias, protocolo n. 2989240817,
de 07/03/2018,(Anexo 1).



26

4.8 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.8.1 Teste do Micronucleo em medula 6ssea de camundongo

Foram utilizados cinco grupos de camundongos, cada grupo foi constituido por
cinco animais. Trés desses grupos foram tratados intraperitonealmente, com as doses
de 1000, 500 e 250 mg kg do solugdo aquosa da Spirulina, por um periodo de 24
horas. O grupo controle negativo foi tratado com agua destilada estéril, enquanto que
o grupo controle positivo recebeu 2 mg kg de doxorrubicina. Todos esses grupos
foram utilizados para testar a genotdxicidade. Outros trés grupos com cinco animais
cada um foram usados para a avaliar a antigenotoxicidade, e receberam
intraperitonealmente, doses de 1000, 500 e 250 mg kg' da solugdo aquosa da
Spirulina, concomitantemente com doses de 2 mg kg™ de DXR. Os mesmos controles
positivos e negativos foram usados para esse teste.

Apds 24 horas, os camundongos foram submetidos a anestesia geral com
Tiopental (30 mg kg'), em seguida, a eutanasia por deslocamento cervical. Os
fémures dos animais foram retirados. As epifises do fémur foram seccionadas e a
medula 6ssea lavada com 1 ml de soro fetal bovino. Apés homogeneizacdo da medula
no soro, a mesma foi centrifugada a 300 x g durante 5 minutos e o sobrenadante,
parcialmente descartado. O precipitado de células foi homogeneizado com pipeta de
Pasteur. Uma gota da suspensao celular foi transferida para a lamina de vidro onde
foi confeccionado o esfregaco das células da medula éssea hematopoiética. Apds a
secagem as laminas foram fixadas em metanol absoluto durante 5 minutos e coradas
em solugdo Corante de Pandtico Instant Prov, por um periodo de 2 minutos. As
laminas foram lavadas em agua corrente e deixadas secar em temperatura ambiente.
A confecgdo dos esfregagcos e contagens das laminas foram realizadas pelo

procedimento “duplo-cego”.

4.8.2 Teste da Angiogénese

Os ovos embrionados de galinha foram incubados em estufa automatica a
temperatura de 37°C e com umidade entre 60 e 70%, durante dezesseis dias de

incubacao. No quinto dia de incubacéo foi realizado, na casca do ovo, uma abertura
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circular, com auxilio da micro-retifica Dremel. Este procedimento foi realizado dentro
de uma camara de fluxo laminar, em ambiente previamente esterilizado com luz
ultravioleta.

Em seguida, apos a realizagao da abertura da casca do ovo, foi depositado
uma gota (NaCl 0,9%) para facilitar a exposicdo da MCA (membrana corioalantéide)
ja vascularizada. Posteriormente, a abertura foi vedada com fita adesiva e o ovo foi
novamente incubado.

Ao final do 13° dia de incubagao foram utilizados discos de papel filtro,
veiculando as solugdes a serem testadas (Spirulina), controles (negativo, indutor,
inibidor). Utilizou-se como controle negativo (agua destilada), controle inibidor
(dexametasona) e controle positivo (Regederm®). As redes vasculares das
membranas foram analisadas apds 72 horas de tratamento dos controles e teste
(MELO-REIS et al. 2010). Tendo sido os mesmos depositados diretamente sobre a
membrana. Todos os ovos voltaram para a incubadora até o 16° dia, quando foram,
por fim, retirados. Todas as MCAs foram cortadas e retiradas dos ovos e em seguida
depositadas em placas de Petri preenchidas com solugéo de formol (3,7 % v/v) por 5
minutos.

Na etapa seguinte, foram obtidas fotografias por equipamento digital, em
tamanho 640x480 pixels e formato de RGB 24 bits, padronizados com objetivo de
analisar e quantificar a rede vascular (WILTING et al.1992). Os resultados obtidos da
rede vascular formada nas MCAs foram analisadas com o software Image J a partir

porcentagem de area vascularizada e comparadas grupos controles e teste.

4.8.3 Analise Citogenética

A analise das laminas foi realizada em microscépio éptico comum Nikon, com
a finalidade de detectar possiveis alteragcbes e/ou perdas cromossdmicas
(micronucleos) nos eritrécitos policromaticos (EPC) da medula 6ssea dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. As células foram visualizadas em objetiva de
imersao (1000x), usando duas laminas para cada animal, avaliando-se 4.000 EPC por
ldamina (Figura 3). Foi utilizada a média das duas laminas como resultado. Para a

avaliagdo da citotoxicidade, foram contados eritrécitos policromaticos (EPC) e
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eritrocitos normocromaticos (ENC). A relagdo entre EPC/ENC foi determinada

O

conforme Schmid (1975).

: 0 - .ENC
Po--

Figura 3 — Observacdo de eritrocitos policromaticos EPC e eritrocito normocromatico
micronucleado ENC, em esfregaco de sangue da medula éssea de camundongo.
Fotomicrografia obtida por camera 13MP Samsung ao microscopio Nikon utilizado para as
analises.

4.8.4 Analise estatistica

As frequéncias de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em
4.000 EPC de cada grupo foram comparadas em relagdo ao grupo controle negativo
ou positivo pelo teste de analise de variancia (ANOVA) e todos os pares comparados
pelo teste de Tukey. Os resultados da MCAs foram comparados em relagdo ao grupo
controle negativo ou positivo pelo teste de analise de varidncia (ANOVA) e também
por estatistica descritiva. As diferengas foram consideradas significativas quando
p<0,05. Foi utilizado para avaliar a normalidade dos grupos o teste de Kolmogorov-

Smirnov. As analises foram realizados pelo software BioEstat 5.0 (AYRES, 2007).
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5 RESULTADOS

51  AVALIACAO DA ATIVIDADE GENOTOXICA E ANTIGENOTOXICA DA
SOLUCAO AQUOSA DA Spirulina PELO TESTE DE MICRONUCLEO

A frequéncia de micronucleos contados em 4000 EPC, foi usada para avaliar a

genotoxicidade, os resultados estao representados na Tabela 2.

Tabela 2 — Avaliagdo da atividade genotoxica e citotoxica. Frequéncia de MN/4000
EPC e relacdo entre EPC/ENC ap6s 24 horas do tratamento com Spirulina em
diferentes doses e controles

Eritrocitos policromaticos

. o ~
Dose S_ﬁ)/rullna N_ de_ micronucleados (EPCMN) Relaggo_ EPC/ENC
(mg kg™ peso corporal) animais (média + DP) (média + DP)
1000 5 23,2 +2,16° 0,94 £ 0,15°
500 5 15 +1,22° 0,80 £ 0,07°
250 5 12,8 + 1,48 0,92 £ 0,22°
H2O (controle negativo) 5 4 +141° 0,86 + 0,05¢
DXR (controle positivo) 5 40,2+ 6,14 0,42 + 0,08

ap> 0,05 ; ® p<0,05; ¢ p>0,05; ¢ p<0,05.
Todos os resultados foram comparados com o grupo controle negativo. O valor de p menor
de 0,05 (p<0,05) foram considerados indicativos de significancia.

Na Tabela 2 observa-se que as todas as doses da solucado da Spirulina de 1000
mg kg e 500 mg kg e 250 mg kg apresentaram atividade genotdxica. Houve
diferencas significativas (p<0,05) na frequéncia de EPCMN quando comparadas ao
grupo controle negativo. Ja a relagcdo EPC/ENC, para avaliar a citotoxicidade, quando
comparada com o controle negativo n&o apresentou diferenga significativa (p> 0,05)
para as trés doses testadas.

A Tabela 3 representam os resultados da frequéncia de EPCMN, média, desvio

padrao e relacdo EPC/ENC para avaliar a atividade antigenotdxica.
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Tabela 3 — Avaliagédo da atividade antigenotoxica e citotoxica Frequéncia de EPCMN
e relagao entre EPC/ENC apés tratamento simultdneo com DXR e de diferentes doses
da Spirulina

Eritrécitos policromaticos

(m kg OXR) animats  miconuclsados EPCMN)  FEEECSRENG
1000 + 2 5 14,4 + 4,39° 0,82 + 0,08¢
500 + 2 5 11,6 £1,14° 0,84 +0,11¢
250 + 2 5 11 +1,87° 0,74 £ 0,16¢
H2O (controle negativo) 5 4 +1,41 0,86 £ 0,05
DXR (controle positivo) 5 40,2 + 6,142 0,42 + 0,08°

2 p>0,05; ? p<0,05; ¢ p>0,05; 9 p<0,05.
Todos os resultados foram comprados com o Grupo controle positivo.
Os valores de p menor que 0,05 (p<0,05) foram considerados significativos.

Nos dados da tabela acima, observa-se os resultados do tratamento
concomitante da Spirulina nas dosagens de 1000 mg kg™', 500 mg kg™' e 250 mg kg™
mais 2 mg kg' de doxorrubicina. Todos os grupos apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) quando comparados ao grupo controle positivo, significando
que a Spirulina apresenta, também, potencial antigenotoxico. A relagao de EPC/ENC
comparadas ao controle positivo apresentou diferencgas significativas (p<0,05) para as
trés doses testadas significando ndo possuir pontencial citotoxico. Na tabela 2 os
dados testados, ndao apresentou diferenga significativa e na tabela 3 é possivel
verificar nos dados testados que apresentou uma diferenga significativa indicando

assim que a substancia nao é citotoxica.

5.2  AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANGIOGENICA/ANTIANGIOGENICA DA
SOLUGAO AQUOSA DA Spirulina PELO ENSAIO EM MCA

Foram analisadas 10 MCAs por grupo, como pode ser observado na Tabela 4
e figura 4, para avaliagao da atividade angiogénica e antiangiogénica da Spirulina nas

concentragdes de 1000 mg 500 mg e 250 mg.
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Tabela 4 — Avaliagao da atividade angiogénica e antiangiogénica. Médias e desvios
padroes obtidos na mensuragao da porcentagem de area vascularizada formadados

Identificacéo Regederm®  Dexametasona H20 1000 500 250
MCAs % % % % % %
1 42,39 17,1 33,59 27,22 22,79 21,7

2 44,18 13,6 31,92 21,73 28,88 18,77

3 49,18 12,4 40,3 31,5 21,92 23,57

4 50,39 17,15 34,5 34,0 27,54 17,53

5 55,2 12,8 34,59 24,01 21,29 21,4

6 42,22 13,48 34,59 28,21 27,54 16,16

7 49,13 13,48 25,8 24,2 22,57 21,36

8 56,65 9,88 32,38 34,7 25,18 22,80

9 49,14 12,11 28,2 242 19,31 19,29

10 43,72 15,41 29,3 25,29 21,59 17,55

Média 48,220 13,74° 32,51° 27,5 23,86 20,01

DP 5,09 2,26 4,06 45 3,21 2,49

2 p>0,05; ® p<0,05; ¢ p>0,05; ¢ p<0,05; ¢ p>0,05; f p<0,05.
Todos os resultados foram comprados com o Grupo controle indutor, inibidor e neutro.
Os valores de p menor que 0,05 (p<0,05) foram considerados significativos.

Figura 4 — Imagens da rede vascular nas MCAs de ovos embrionados de galinha apés
tratamento com solugéo da Spirulina e os controles. A — Regederm, B — Dexatametasona, C-
Agua, D — SPR 1000, E — SPR 500, F — SPR 250.
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O resultado do numero de complexos que representa a média de vasos
sanguineos quantificados pelo software Image J, pode ser observado na tabela 4. As
doses testadas da Spirulina quando comparadas aos controles negativo (agua) e
inibidor (dexametasona) apresentaram uma diferenga ndo significativa (p>0,05)
montrando assim que a Spirulina ndo possui potencial angiogénico.

Ja em comparagao com o controle positivo (Regederm) o resultado médio do
numero de vasos quantificados, demostrou diferenga significativa em todas as
concentragbes testadas (p<0,05), evidenciando assim uma capacidade

antiangiogénica.
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6 DISCUSSAO

Na avaliagdo da genotoxidade da solugdo aquosa da Spirulina, os resultados
obtidos neste estudo, demostraram efeito genotdxico em todas as concentragdes
testadas, em desacordo com estudos realizados com o mesmo objetivo que nao
detectaram toxicidade “aparente ao organismo” e ndao apresentarem riscos a saude
(FINAMORE et al. 2017; LEON, 2010; ROGATTO et al. 2004). Sendo que, outros
experimentos utilizando solugao da Spirulina, mais especificamente o componente [3-
caroteno chegaram a mostrar redu¢ao na formacgao de carcinoma bucal em hamsters
(AMBROSI et al. 2008). Além disso, varios trabalhos demostraram propriedades
benéficas como capacidade antioxidante da Spirulina, por apresentarem compostos
como acidos fendlicos, tocoferdis e R-caroteno (FINAMORE et al. 2017; MIRANDA et
al.1998; TORRES-DURAN; FERREIRA-HERMOSILLO; JUAREZ-OROPEZA, 2008).

Na avaliagao da antigenotéxidade da solugao aquosa da Spirulina os resultados
obtidos neste estudo, evidenciaram diferenga significativa (p<0,05) quando
comparados ao grupo controle positivo (doxorrubicina). As doses utilizadas foram as
mesmas citadas anteriormente para a teste de genotoxicidade associados a 2 mg kg
' de Doxorrubicina. Isso comprova que a Spirulina nas dosagens testadas evidencia
a atividade antigenotoxica dessa alga.

Esses resultados, apesar de parecer serem controversos, sugerem efeito
genotoxico e antigenotoxico, podendo ser explicados pela presenga de alguns
constituintes quimicos citados anteriormente (acidos fendlicos, tocoferdis e B-
caroteno) assim como a utilizacdo de doses mais elevadas nesse trabalho
(CARDOSO et al. 2017).

Esses resultados relacionados com a antigenotoxicidade da Spirulina
corroboram outros trabalhos realizados que mostraram protecao ou melhora na
toxicidade induzida pela cisplatina e pelo uretano e outras drogas (CARDOSO et al.
2017; ALVAREZ-GONZALEZ et al. 2013; TORRES-DURAN, FERREIRA-
HERMOSILLO E JUAREZ-OROPEZA, 2008). Uma das possiveis explicagdes para
esse efeito protetor da Spirulina, seria uma reducao significativa na extensdo da
peroxidacao lipidica e um aumento concomitante dos antioxidantes enzimaticos do

figado e ndo enzimaticos por exemplo a glutationa reduzida (DENG; CHOW, 2010).
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Diversos compostos tém se destacado com caracteristicas de protecao as
células e também potencial antioxidante. Nas cionobactérias destacam-se os (-
caroteno, carotendides, clorofila e biliproteinas e a ficocianina. O principal pigmento
da Spirulina ssp. € a ficocionina podendo ser considerado como pigmento
fitoplanctonico singular. Em diversos paises, esse pigmento € usado como
suplemento alimentar, devido ao seu potencial nutracéutico, anti-inflamatdrio,
antibacteriano e antioxidante (CHU et al. 2010; DENG; CHOW, 2010). A presenca da
ficocianina no extrato utilizado, confirma o potencial protetor contra substancias capaz
de induzir o estresse oxidativo e de acordo o estudo de Chu et al. (2010) a Spirulina
nao causa efeito citotdxico para as células, corroborando assim com os resultados
desse estudo.

Na avaliagdo da atividade angiogénica da solugdo aquosa da Spirulina os
resultados obtidos neste estudo, ndo demostraram atividade angiogénica nas doses
testadas. Diversas espécies de plantas tem apresentado atividade angiogénica
testadas in vivo como Aloe vera, Angélica sinensis, Dalbergia odorifera, Epimedium
sagittatum, Patrinia villosa, Trichosanthes kirilowii, Hevea brasiliensis e Synadenium
umbellatum (BESSA et al. 2015; MELO-REIS et al. 2010; WANG et al. 2004).

Em relacdo a investigacdo da atividade antiangiogénica da Spirulina, esse
trabalho evidenciou presenca potencial antiangiogénico da solu¢ao aquosa da
Spirulina, apresentando resultados relevantes quando comparado aos grupos
controles positivo (Regederm) e negativo (Dexametasona) Isso pode demostrar
possivel efeito benéfico da Spirulina, como substancia adjuvante no tratamento de
neoplasias, podendo ser explicado pela capacidade da substancia em inibir o
crescimento do tumor através da redugdo dos nutrientes e oxigenagao, ou seja a
reducdo da neovascularizagao, corroborando pesquisas realizadas in vivo e in vitro
Alvarez-Gonzalez et al. (2013). Em outro trabalho Ambrosi et al. (2008) demostrou
reducdo na formacado do carcinoma bucal em hamsters pelo mesmo fator citado
anteriormente.

A Spirulina mostrou suprimir o glioma o crescimento de células e também
reduzir a angiogénese (KAWANISHI et al. 2012). Portanto, a Spirulina tem uma
caracteristica de reduzir a angiogénese parcialmente, por regulagao da quantidade de
IL-17 (Interleucina-17). A IL-17 que é uma citocina que participa no processo de

mediadores inflamatorios, recrutando neutréfilos para as areas de infecgdo e que
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supostamente, promove a angiogénese, (KAWANISHI et al. 2012; NORMANTON,;
MARTI, 2013).

Em outros trabalhos apenas alguns compostos presentes na Spirulina como
carotenoides, B-caroteno e a ficocianina, foram testados e mostraram propriedades
anticarcinogénicas por apresentarem efeito antiangiogénico (FINAMORE et al. 2017;
FERRARI; TORRES, 2002; MIRANDA et al.1998; TORRES-DURAN; FERREIRA-
HERMOSILLO; JUAREZ-OROPEZA, 2008).

A antiangiogénese portanto € uma estratégia terapéutica anti-neoplasica, que
vem sendo, cada vez mais estudada, baseada no desenvolvimento de substancias
capazes de inibir o crescimento célere dos tumores (PINHO, 2017; SEYIDOGLU et al.
2017).
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7 CONCLUSOES

Através dos métodos aplicados neste estudo, os resultados permitiram concluir
que a solugdo aquosa da Spirulina apresentou atividade genotdxica nas
concentragcbes testadas. A solugdo aquosa da Spirulina apresentou atividade
antigenotoxica nos tratamentos concomitantes com a doxorrubicina, mostrando
diminuicdo na frequéncia dos micronucleos em 4000 EPC. O solugdo aquosa da
Spirulina nao apresentou atividade citotoxica nas concentragdes testadas através da
relagao eritrocitos normocromaticos e eritrocitos policromaticos.

O solugdo aquosa da Spirulina ndo demonstrou atividade angiogénica, nas
concentragbes testadas.O solugdo aquosa da Spirulina apresentou potencial
antiangiogénico nas concentragdes testadas.

Conclui-se que a Spirulina € uma substéncia que possui diversos efeitos
benéficos para a saude humana e com possivel grau de seguranca quando utilizada
nas dosagens recomendadas. E podera ser utilizada concomitante para tratamento

do céncer, reduzindo dos efeitos dos quimioterapicos e a angiogénese.
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