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RESUMO:

O desenvolvimento do cancer estd diretamente relacionado ao estilo de vida, historico familiar, habitos
alimentares, idade, sexo, entre outros. Uma hiper-alimentac¢@o, consumo reduzido de frutas ¢ hortali¢as, bem
como o consumo excessivo de gorduras e carnes seriam as causas alimentares mais provaveis do cancer. A
Chlorella, alga unicelular de dgua doce, pertence a categoria de células eucaridticas. Esta alga contém uma
substancia chamada de Fator de Crescimento (Chlorella Growth Factor - CGF). A este Fator de Crescimento
pertencem glicoproteinas as quais possuem efeitos inibidores contra o cancer.
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ABSTRACT:

The development of cancer is directly related to lifestyle, family history, dietary habits, age, gender, among others. A
hyper-power, low consumption of fruits and vegetables, and excessive consumption of fats and meats are the most
likely dietary causes of cancer.Chlorella, unicellular algae fresh water belongs to the category of eukaryotic cells.
This algae contains a substance called Growth Factor (Chlorella Growth Factor - CGF). This growth factor contains
glycoproteins which have inhibitory effects against cancer.
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INTRODUCAO
23

Cancer ¢ 0 nome dado aum amplo conjunto de doenga que t€ém em comum o crescimento
descontrolado de células transformadas, que podem invadir todos os tecidos e orgaos por meio de
mestastases, prejudicando suas fungdes basicas. Segundo Beltran — Ramirez e col. (2006), mais
de um milhdo de pessoas desenvolvem cancer a cada ano sendo citados como principais fatores
de risco para o desenvolvimento da patologia, a idade, o sexo, a raca, estilo de vida incluindo
historico familiar e habitos de vida, como exposi¢ao ao sol, por exemplo, e alimentares.

Atualmente, existe uma grande preocupacdo com relacdo a existéncia de substancias
as quais 0 homem se expde constantemente em fungdo da sua interacao com o ambiente. Essas
substancias podem gerar danos ao DNA e levar ao desenvolvimento de doencas, dentre elas
o cancer, hoje considerado uma doenga genética, uma vez que resulta de alteragdes em genes
que controlam a proliferacdo e a diferenciagdo celular (protooncogenes e genes supressores
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tumorais), ou de alteragdes em genes comprometidos com os mecanismos de reparo do DNA
(MEIRELES et al., 2006).

O cancer ¢ um problema de satde publica, quando detectado precocemente pode
ter cura, entretanto fato este que ndo acontece em todos os casos. Assim, faz-se necessario
mobilizar os esfor¢os na prevencao e na cura da doenca. Nesta busca, incluem-se substancias
quimioprotetoras que ndo permitam que a doenga se instale ou progrida razao pela qual tém sido
extraidos diferentes extratos de plantas, ja descritas como medicinais.

Os alimentos que possuem agentes antioxidantes constituem um dos principais grupos
de alimentos com propriedades funcionais, conhecidos também como nutracéuticos ou farmaco-
alimentos (FERRARI & TORRES, 2002). A dieta pode modular fung¢des organicas reduzindo o
risco do surgimento de patologias (BORGES, 2001).

A Chlorella ¢ uma alga unicelular de 4gua doce e pertence a categoria de células
eucaridticas. Cultivada em larga escala na Asia, ela contém uma substincia denominada
Chlorella Growth Factor (CGF) composta por glicoproteinas (NODA et al., 1996) as quais
possuem efeitos inibidores contra o cancer. E utilizada como suplemento alimentar e pode ser
incorporada a alimentos como cereais.

Para a triagem de compostos a espécie Allium cepa tem sido utilizada como organismo
teste em diversos trabalhos para a identificagdo quimicos genotdxicos € mutagénicos. As
caracteristicas celulares desta espécie credenciam-nas como um eficiente material para estudos
citogenéticos, sendo indicadas para ensaio de aberragdes cromossomicas (MAZZEO & MARIN-
MORALES, 2009).

MATERIAIS E METODOS

24 Para induzir danos ao DNA, utilizou-se o metilmetanosulfonato (MMS) na concentragao
de 10x10°mg/mL (Acros Organics®; CAS 156890050). O metilmetanosulfonato foi escolhido
como agente indutor de dano, pois causa alquilagdo, isto €, adiciona radicais alquil substituindo
as bases da molécula de DNA em varias posigdes (OGA et al., 2008). Os danos causados por este
agente indutor podem ser cross-links, quebras e aductos no DNA, os quais se expressam como
aberragdes cromossomicas (JENKINS ez al., 2005), portanto, podem ser avaliadas no teste de
Allium cepa. No experimento, utilizaram-se sementes de Allium cepa (Agristar do Brasil LTDA;
Lote: 19870E).

O Fator de Crescimento da Chlorella (CGF) (Green Gem Paversul; Lote: 1021), foi
testado nas trés concentragdes seguintes: 0,075; 0,15 e 0,30 mg/mL. A substancia foi diluida em
agua destilada e, para a realizacdo da cultura das raizes de Allium cepa, foram utilizados 3 mL de
cada uma das concentragdes citadas anteriormente.

Na observagdo da mutagenicidade, as sementes foram cultivadas por 120 horas,
seguindo-se os seguintes protocolos: (A) controle negativo, onde as células meristematicas
foram cultivadas somente em 3 mL de agua destilada; (B) controle positivo, onde as células
foram cultivadas em 3 mL de 4gua destilada por 72 horas e transferidas para outra placa de Petri
¢ embebidas em solugdo aquosa de MMS na concentragdo de 10x10°*mg/mL, por 48 horas; (C)
solucdo aquosa do Fator de Crescimento da Chlorella (CGF), as células meristematicas foram
cultivadas em agua destilada por 72 horas e transferidas para outra placa, onde foram embebidas
em solucdo aquosa de CGF nas trés concentragdes a serem testadas (0,075, 0,15 e 0,30mg/mL)
por 48 horas.

Para a observacao da antimutagenicidade, a solu¢do aquosa do Fator de Crescimento da
Chlorella foi adicionada ao MMS de acordo com os seguintes protocolos:

(A) Pré-tratamento: As sementes foram cultivadas em 4gua destilada por 24 horas,
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submetidas a 3 mL de solugdo aquosa do Fator de Crescimento da Chorella nas trés diferentes
concentragdes por 48 horas, em seguida lavadas duas vezes em agua destilada e embebidas em
3 mL de solucao aquosa de MMS por 48 horas.

(B) Simultaneo Simples: As sementes foram cultivadas em 3 mL de dgua destilada
por 72 horas e em seguida, embebidas em solug¢dao contendo simultaneamente 1,5 mL da
solucdo aquosa do Fator de Crescimento da Chlorella e 1,5 mL de solucdo aquosa de
MMS por 48 horas.

(C) Simultaneo com Pré-incubagdo: As sementes foram cultivadas em 3 mL
de agua destilada por 72 e em seguida, embebidas por 48 horas em solu¢do contendo
simultaneamente 1,5 mL de solu¢do aquosa do Fator de Crescimento da Chlorella e 1,5
mL de solucao aquosa de MMS encubados a 37°C durante 1 hora.

(D) Poés-tratamento: As sementes foram cultivadas em 3 mL de dgua destilada
por 24 horas e em seguida, foram transferidas para outra placa e embebidas em 3 mL
de solucdo aquosa de MMS por 48 horas. Logo ap0s, as sementes foram lavadas duas
vezes em agua destilada e, novamente, transferidas para outra placa de Petri onde foram
submetidas a 3 mL de solugdo aquosa do Fator de Crescimento da Chlorella por 48 horas.

Os tratamento e protocolos foram realizados em triplicata. As células
meristematicas de Allium cepa foram cultivadas sempre na concentragdo de 10x10-
Smg/mL para 0 MMS e nas trés concentragdes 0,075, 0,15, 0,30 mg/mL para o Fator de
Crescimento da Chlorella.

Ap6s o periodo de 120 horas de cultivo, as raizes de Allium cepa foram coletadas
ao meio-dia, devido ao indice mitotico ser maior neste periodo. Fez-se entdo, a fixa¢do das
raizes em solu¢do de Carnoy (3 etanol em solugdo: 1 acido acético glacial) por 6 horas.

As raizes foram hidrolisadas em HCI IN por 6 minutos a 60° C e em seguida,
foram submetidas a coloragdo por reativo de Schiff durante 2 horas em frascos escuros. 25
As pontas das raizes foram seccionadas com o auxilio de ldminas de corte para a extracdo
da regido meristematica. Para a coloracdo do citoplasma das células meristematicas, foi
utilizada uma gota de Carmim acético 2%. Em seguida, colocou-se uma laminula sobre
a raiz, onde se fez uma leve pressao para que as células meristematicas se espalhassem
para melhor visualiza¢do. As laminas foram submetidas a nitrogénio liquido para auxiliar
na remogao da laminula e entdo, o material ficou em temperatura ambiente para secagem
por 24 horas. Posteriormente, uma nova laminula foi colada sobre o material bioldgico
com o auxilio de resina sintética Permout® e novamente, aguardou-se 24 horas para o
inicio das andlises.

Analisou-se 15 mil células/tratamento, sendo 1000 células/laminas em 3
repeticdes, em microscopia de luz em aumento de 40X. Para obter o indice mitotico,
dividiu-se o numero de células em divisao (profase, metafase, anafase e telofase) pelo
total de células analisadas e entre elas verificou-se também as aberracoes cromossdmicas
existentes. Para a obtengdo da freqiiéncia total de aberragdes cromossdmicas, dividiu-se
o numero total de aberracdes pelo numero total de células. J4 a porcentagem de reducdo
de danos (%RD) foi obtida pelo seguinte calculo:

X = Média do controle positivo — média do grupo associado
Média do controle positivo — média do controle negativo
%RD =X x 100
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A andlise estatistica foi realizada por ANOVA/Tukey. As diferencas significativas
foram consideras quando p<0,005.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

TABELA 1 — Células com danos e porcentagem de reducdo de danos referentes ao ensaio de Allium cepa.

Tratamentos

% RD Células com danos

Mutagénicidade

Controle 37

MMS 274"

CGF [1] 16°

CGF [2] 26°

CGF [3] 7a

Antimutagénicidade Células com danos

Pré — Tratamento [ 1] 34b*

99,95

Pré- Tratamento [2] 41b"

97,91

Pré- Tratamento [3] 510"
26 92,98

Tratamento Simultdneo Simples [1] 4o+

96,00

Tratamento Simultaneo Simples [2] 49"

91,17

Tratamento Simultaneo Simples [3] 570"

90,46

Tratamento Simultaneo com Pré - Incubacgao [1] 430"

96,96

Tratamento Simultdneo com Pr¢ - Incubagao [2] 50"

93,10

Tratamento Simultdneo com Pr¢ - Incubagao [3] 57"

90,24

P6s- Tratamento [ 1] 154

108,24

Po6s- Tratamento [2] 240

104,44

Pos- Tratamento [3] 340*

100,13

Legenda: [1] — 0,075 g/L; [2] — 0,15 g/L; [3] — 0,3 g/L. Controle — HZOdestilada; MMS - HZOdestilada por 72h +
MMS (0,010g/L) por 48h; CGF — H,Odestilada por 72h + CGF por 48h; Pré- Tratamento — H Odestilada por 24h +
CGF por 48h + MMS 48h; Tratamento Simultdneo Simples- H,Odestilada por 72h + MMS (0,010g/L) + CGF por 48h;
Tratamento Simultdneo com Pré- Incubagdo — H Odestilada por 72h + MMS (0,010g/L) + CGF incubados por 1h a
37°C por 48h; Pés- Tratamento — H,Odestilada por 24h + MMS por 48h + CGF por 48h. * Comparado com o Controle;

b Comparado com o MMS; * Diferenca estatisticamente significativa (Teste estatistico - Qui- Quadrado —p < 0,05).
p ¢ g p
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As células possuem mecanismos complexos de controle de sua proliferacao.
Sabe-se que mutagdes ocorridas em genes que controlam estes mecanismos podem levar
a um descontrole da atividade celular, desregulando vias importantes como a divisao e
proliferacdo celular e a apoptose, que podem levar ao surgimento de neoplasias.

Segundo Lee & Park (2003) um terco de todos os canceres humanos estao
relacionados a dieta. Diante deste contexto, salienta-se a importancia de compreender
melhor o processo de mutagénese, onde as alteracdes genéticas acompanham modificagdes
no fenotipo das células levando ao desenvolvimento neoplasico. A quimioprotecdo baseia-
se na interrup¢ao dos eventos bioldgicos envolvidos nas alteragdes do matérial genético
através de substancias naturais ou sintéticas (BELTRAN-RAMIREZ 'Y COL, 2006).

Substancias bioantimutagénicas sdo moduladoras do reparo e replicacao do
DNA e agem em nivel celular. Estas substancias tém a capacidade de inibir sistemas de
reparo que estdo sujeitos a erros € manter fidedigna a replicacdo do material genético.

J& as substancias desmutagénicas, sdo capazes de inativar um agente mutagénico por
acdo direta ou através de enzimas moduladoras apds a metabolizacao ou entdo, através
do sequestro de agentes mutagénicos e radicais livres impedindo sua ligagao ao DNA.

Uma vez elucidados os mecanismos pelos quais pode agir o composto testado, a
literatura sugere que para o estudo da antimutagenicidade, podem ser utilizados diferentes
protocolos como o pré-tratamento, simultaneo simples, simultdneo com pré-incubagdo e o
pos-tratamento. Para tanto, € necessario saber que o protocolo de pré-tratamento bem como
0 pos-tratamento atuam através da bioantimutagénese, o protocolo simultaneo simples tem
atividade desmutagénica e bioantimutagénica e o protocolo simultaneo com pré-incubagao
indique atividade desmutagénica (OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

Fazendo uma andlise dos protocolos, o protocole pré-tratamento obteve
porcentagem de reducdo de danos (%RD) que variou entre 99,95% a 92,98%. Para este 27
protocolo pode-se pensar em dois modos de acdo: (a) os compostos bioativos do Fator
de Crescimento da Chlorella tem a capacidade de interagir diretamente com o MMS
impedindo que este exerca sua a¢do mutagénica e assim o mecanismo de a¢do seria
por desmutagenese e/ou (b) os compostos bioativos do Fator de Crescimento seriam
capazes de modular o sistema enzimatico de reparo do DNA que reduziria os danos
causados pelo MMS o que indicaria uma atividade por bioantimutagenese.

No protocolo simultdneo simples, O CGF modularia o sistema de reparo
do DNA, uma vez que o agente mutagénico ja estaria no interior do nucleo celular
(mecanismo de bioantimutagénese). A %RD variou entre 96,00% a 90,46%.

No protocolo simultdne com pré-incubagao, o MMS quando incubado com o
CGF ¢ inativado pela substancia em teste antes de entrar em contato com a célula. Este
protocolo age preferencialmente por desmutagénese e teve %RD entre 96,96% e 90,24%.

Por fim, no protocolo de pos-tratamento sabe que a atividade quimioprotetora &
por bioantimutagénese. O CGF seria capaz de modular o sistema de reparo aumentando
sua eficiéncia e sua fidelidade. Neste protocolo houve uma importante porcentagem de
reducdo de danos que variou de 108,24 a 100,13%.

Sendo assim, podemos inferir que a melhor forma de quimioprote¢do do Fator
de Crescimento da Chlorella é por bioantimutagenese uma vez que este protocolo age
preferencialmente por este mecanismo.

Com relagdo ao indice mitotico, Segundo Fiskesjo (1993a), ¢ considerado
normal quando ha uma inibi¢ao na divisdo celular em até 36% e que a mitose reduzida
em valores acima de 50%, a substancia em analise é considerada toxica as células.
Levando-se em consideragdo os dados deste autor e quando comparados aos dados
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da pesquisa com o CGF, infere-se que este alimento funcional ndo ¢ citotdéxico para
a cultura das células de A/lium cepa. As porcentagens de redu¢do do indice mitotico
encontrados nos protocolos de mutagenicidade foram de 3,52; 3,26 e 3,55% para as
concentracgdes de 0,075; 0,15 e 0,3mg/mL, respectivamente.

Nos protocolos de antimutagenicidade pré-tratamento, simultaneo simples e
simultdneo com pré-incubacdo, ndo houve variacdes significativas ficando em média
na taxa de 1% entre as trés diferentes concentragoes.

A Chlorella vem sendo aplamente estudada a fim de se conhecer o mecanismo
antioxidante desta alga. O CGF tem importante efeito carcinostatico contra varios tipos
de tumores em cobaias. Acredita-se que este efeito seja através da corregdo do material
genético uma vez danificado anteriormente promovendo renovacao dos tecidos, além de
estimular as células do sistema imunoldgico para que ataquem as células cancerigenas.

Pesquisadores brasileiros avaliaram o efeito terapéutico/profilatico do extrato
da Chlorella sobre a resposta imunohematopoiética de animais normais e portadores
do tumor ascitico de Ehrlich (TAE). Houve aumento significativo da atividade das
células NK na producao de citocinas IL-2 e INF-g e na liberagdo de TNF-a por células
esplénicas, protecdo da mioelosupressao agindo na manutengao do estroma medular e
estimulando a producao de citocinas reguladoras IL-6 e IL-1a (RODRIGUES, 2001).

CONSIDERACOES FINAIS

E importante ressaltar que a identificacio de agente inibidores de mutagdes, é 1til
para a descoberta de substancias anticarcinogénicas, uma vez que os agentes mutagénicos
estdo ligados a carcinogénese direta ou indiretamente.

28 Verificou-se na presente pesquisa que o Fator de crescimento da Chlorella,
possui dois mecanismos que melhor agem no interior da célula para prevenir danos no
DNA: desmutagénese e bioantimutagénese. Os protocolos que melhor demostraram este
mecanismo de agdo foram o pré-tratamento e o pos-tratamento.

A inclusdao de produtos antimutagénicos e anticarcinogénicos na dieta pode ser
uma forma de prevengao do cancer e outras doengas cronico-degenerativas.

De acordo com os experimentos discutidos anteriormente e os resultados desta
pesquisa, pode-se inferir que a atividade antioxidante do Fator de Crescimento da
Chlorella, pode ter favorecido a alta %RD nos protocolos de antimutagenicidade, uma
vez que as células meristematicas de Allium cepa foram submetidas a estresse oxidativo
causado pelo tratamento com o metilmetanosulfonato (MMS) que pode ter resultado na
formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROS).
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