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Resumo

Obijetivo: avaliar o potencial angiogénico, antiangiogénico, genotoxico e antigenotoxico
da Spirulina.. Material e Métodos: Para avaliacdo da angiogénese e antiangiogénese
foram utilizados ovos embrionados de galinha. Para os testes de genotoxicidade realizou-
se 0 teste do micronucleo em camundongos tratados intraperitonealmente, com as doses
de 1000 mg kg-1, 500 mg kg-! e 250 mg kg-! da solugdo aquosa da Spirulina, no tempo
de 24 horas, concomitante com a doxirrubicina. Resultados: a solugéo da Spirulina nas
trés doses utilizadas, provocou uma diminuicdo significativa na area de porcentagem da
rede vascular na membrana corioalantéides, quando comparados ao controle positivo,
demostrando atividade antiangiogénica. A solucdo da Spirulina também apresentou nas
trés concentracdes atividade genotdxica. Quando testado o potencial antigenotdxico, o
estudo evidenciou uma diminuicdo significativa na frequéncia microntcleos em 4000
EPC, mostrando assim uma atividade antigenotdxica. Conclusdo: a solucdo da Spirulina
apresenta potencial antiangiogénico nas concentragfes testadas, de apresentar atividade
genotoxica e antigenotdxica.

Palavras-chave: Angiogénese, Membrana Corioalant6ide, Microndcleo, Spirulina.

Abstract

Objective: to evaluate the angiogenic, antiangiogenic, genotoxic and antigenotoxic
potential of Spirulina. Material and Methods: To evaluate angiogenesis and
antiangiogenesis, embryonated chicken eggs were used. For the genotoxicity tests, the
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micronucleus test was performed in mice treated intraperitoneally, with doses of 1000 mg
kg-1, 500 mg kg-1 and 250 mg kg-1 of the aqueous solution of Spirulina, within 24 hours,
concomitant with doxyrubicin. Results: the Spirulina solution in the three doses used,
caused a significant decrease in the percentage area of the vascular network in the
chorioallantoic membrane, when compared to the positive control, demonstrating
antiangiogenic activity. The Spirulina solution also showed genotoxic activity at the three
concentrations. When tested for antigenotoxic potential, the study showed a significant
decrease in micronucleus frequency in 4000 EPC, thus showing an antigenotoxic activity.
Conclusion: the Spirulina solution has antiangiogenic potential at the concentrations
tested, showing genotoxic and antigenotoxic activity.

Keywords: Angiogenesis, Chorioallantoic Membrane, Micronucleus, Spirulina.

Introducéo

A Arthrospiramaxima € 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
salde humana, pois varios estudos tém demonstrado acdes anti-hipertensivas,
antioxidante e anti-hiperlipémico®2. Outros trabalhos demonstraram melhora no
tratamento da esteatose hepatica, obesidade e doencas cardiovasculares, que hoje estdo
associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade®. Propriedades antigenotdxicas e
anticarcinogénicas foram comprovas em pesquisas realizadas in vivo e in vitro®.

Nos Ultimos anos, aumentou-se o interesse em avaliar o potencial antioxidante dos
hidrolisados de proteinas e sua possivel aplicagdo como alimentos funcionais e
nutracéuticos®. Atualmente, 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 doencas
inflamatorias, alergias, cancer, toxicidade ambiental e toxicidade induzida por drogas,
doencas cardiovasculares entre outras patologias®’.

Os efeitos anti-hiperlipémicos da Spirulina tém sido demonstrados em animais
roedores. E a reducdo 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
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Kato et al®. No estudo com ratos, a suplementacio com a Spirulina e uma dieta com altos
teores de gordura e colesterol resultou em uma diminuicéo significativa no colesterol
sérico total, LDL, VLDL, enquanto o HDL foi aumentado concomitantemente®?°.

Estudos sobre os efeitos antioxidantes da Spirulina em humanos sugerem
resultados positivos para a saude, também para o desempenho fisico devido a sua
composicdo quimica com alta concentracdo proteical. O estresse oxidativo e a
inflamacdo contribuem simultaneamente para a patogénese da aterosclerose, hipertrofia
cardiaca, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo. Por isso, agentes com atividade
antioxidante e/ou anti-inflamatdria podem revelar-se benéficos no combate a doencas
cardiovasculares®.

Diversos trabalhos tém favorecido uma compreensdo mais adequada dos
mecanismos de carcinogénese. O processo de angiogénese que ¢ a formagdo dos novos
vasos sanguineos a partir de outros ja existentes, sao estimulados por alguns fatores, e
esses vasos sdo necessarios para o fornecimento dos nutrientes e a oxigenacao adequada
para seu crescimento!®!4, A angiogénese se encontra em diversos processos fisiologicos
como a menstruacao, cicatrizagdo de feridas e outros. Os casos patoldgicos como
retinopatia diabética, artropatias crénicas, angiofibroma, glaucoma vascular,
disseminacdo metastatica, crescimento tumoral e desenvolvimento de placa de ateroma a
neovascularizagdo também esta presente>®,

N&o obstante, é notdrio que alguns compostos de origem vegetais podem causar
doencas e até a morte por acdo de agentes genotdxicos ou carcinogénicos. O interesse em
determinar os riscos no uso medicinal de tais compostos se explica por a¢des indesejaveis
que os mesmo podem provocar. As mutacdes génicas atuam em etapas do processo da
carcinogénese humana, sendo assim, testes que detectam compostos genotoxicos
permitem identificar substancias que oferecam esse risco'’,

Desta forma, em virtude da utilizacdo da Spirulina pela populacdo, torna-se
necessario a investigacdo cientifica da atividade angiogénica e genotdxica dessa
substancia. Considerando a importancia da descoberta de novas substancias que induzem
a formacdo de novos vasos sanguineos e ao processo de mutagenicidade, o presente
estudo teve como objetivo de avaliar o potencial angiogénico, antiangiogénico,

genotoxico e antigenotoxico da Spirulina Spirulina (Arthrospira maxima).
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Material e Métodos
Obtencao da solucdo de Spirulina

A Spirulina foi adquirida nas farmacias comerciais de Goiania na apresentacdo
em capsula, fabricado pelo Laboratério UnilifeVitamins, com autoriza¢do do MS sob n°
6.02234-1. A solucdo aquosa foi obtida por diluicdo com &gua destilada da capsula de
Spirulina, onde foram aplicadas as seguintes doses: 1000 mg kg, 500 mg kg* e 250 mg
kg™,

Ovos embrionados

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

da granja Carrapicho, distrito de Guirapa, Pindai-Bahia.
Animais da experimentacao

Para realizar o teste do micronucleo, foram utilizados 40 camundongos machos,
saudaveis, da especie Mus musculus “outbred", linhagem SwissWebster, oriundos do
Biotério Central da Pontificia Universidade Catolica de Goids, apresentando peso
corporeo entre de 30 a 40g e faixa etéria entre 45 a 60 dias. Os animais foram alojados
em gaiolas individuais de polipropileno, com piso sélido, forradas com maravalha
previamente esterilizada, conforme padrdes internacionais e Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA?.

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

alimentacéo ad libitum.

Procedimento experimental 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 circular, com
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auxilio da micro-retificaDremel. Este procedimento foi realizado dentro de uma cadmara
de fluxo laminar, em ambiente previamente esterilizado com luz ultravioleta.

Em seqguida, ap6s a realizacdo da abertura da casca do ovo, foi depositado uma
gota (NaCl 0,9%) para facilitar a exposicdo da MCA (membrana corioalant6ide)ja
vascularizada. Posteriormente, a abertura foi vedada com fita adesiva e o ovo foi
novamente incubado.

Ao final do 13° dia de incubacdo foram utilizados discos de papel filtro,
veiculando as solucdes a serem testadsa (Spirulina), controles (negativo, indutor,
inibidor). Utilizou-se como controle negativo (&dgua destilada), controle inibidor
(dexametasona) e controle positivo (Regederm®). As redes vasculares das membranas
foram analisadas ap6s 72 horas de tratamento dos controles e teste?’. 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 solucgéo 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?. Os resultados obtidos da rede vascular formada nas MCAs
foram analisadas com o softwarelmage J a partir porcentagem de area vascularizada e

comparadas grupos controles e teste.

Teste do micronucleo em medula dssea de camundongos

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 &gua 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

Vita et Sanitas, v. 16, n.1, 2022 | 05



Ciriaco RRC et al. Atividades angiogénica, antiangiogénica, genotoxica e antigenotoxica da Spirulina.

com doses de 2 mg kg de DXR. Os mesmos controles positivos e negativos foram
usados para esse teste.

Apos 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 éssea
lavada com 1 ml de soro fetal bovino. Ap6s homogeneizagdo 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
suspensdo celular foi transferida para a lamina de vidro onde foi confeccionado o
esfregaco das células da medula 6ssea hematopoiética. Apos a secagem as laminas foram
fixadas em metanol absoluto durante 5 minutos e coradas em solucdo 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 confeccdo dos esfregagos e contagens das

laminas foram realizadas pelo procedimento “duplo-cego”.

Analise de dados

Os resultados das MCAs foram comparados em relacdo ao grupo controle
negativo ou positivo pelo teste de analise de variancia (ANOVA) e também por estatistica
descritiva. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Foi utilizado
para avaliar a normalidade dos grupos o teste de Kolmogorov-Smirnov. As anélises foram
realizadas pelo software BioEstat 5.0

No teste do micronucleo foi realizada a analise das laminas em microscépio Optico
comum Nikon, com a finalidade de detectar possiveis alteracbes e/ou perdas
cromossémicas (micronucleos) nos eritrocitos policromaticos (EPC) da medula 6ssea dos
animais submetidos aos diferentes tratamentos. As células foram visualizadas em objetiva
de imersdo (1000x), usando duas laminas para cada animal, avaliando-se 4.000 EPC por
lamina. Foi utilizada a média das duas laminas como resultado. Para a avaliacdo da
citotoxicidade, foram contados eritrocitos policromaticos (EPC) e eritrocitos
normocromaticos (ENC). A relagio entre EPC/ENC foi determinada conforme Schmid?2,

As frequéncias de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em 4.000
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EPC de cada grupo foram comparadas em relagdo ao grupo controle negativo ou positivo

pelo teste ANOVA e todos os pares comparados pelo teste de Tukey.

Resultados e Discussao

Foram analisadas dez MCAs por grupo, como pode ser observado na Tabela 1 e
Figura 1, para avaliacdo da atividade angiogénica e antiangiogénica da Spirulina nas
concentracfes de 1000 mg 500 mg e 250 mg. As doses testadas da Spirulina quando
comparadas aos controles negativo (agua) e inibidor (dexametasona) apresentaram uma
diferenga ndo significativa (p>0,05) demonstrando assim que a Spirulina ndo possui

potencial angiogénico.

Tabela 1 — Avaliacdo da atividade angiogénica e antiangiogénica. Médias e desvios

padrdes obtidos na mensuragdo da porcentagem de area vascularizada formadados

Identificagao Regederm® Dexametasona H>O 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 24,2 19,31 19,29

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

Média 48,22 13,74 32,51 27,5 23,86 20,01

DP 5,09 2,26 4,06 4,5 3,21 2,49
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Regederm Dexametasona

SPR 500

SPR 250

SPR 1000

Figura 1 — Visdo da rede vascular nas MCAs de ovos embrionados de galinha ap6s tratamento
com solucdo daSpirulina e os controles.

Em comparacdo com o controle positivo (Regederm), o resultado médio do
nimero de vasos quantificados, demostrou diferenca significativa em todas as
concentracg0es testadas (p<0,05), evidenciando assim uma capacidade antiangiogénica.

Na avaliacdo 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, Epimediums agittatum,
Patrinia villosa, Trichosantheskirilowii, Hevea brasiliensis e Synadenium
umbellatum?2:2324,

Em relacgo a investigagdo da atividade antiangiogénica da Spirulina, esse trabalho
evidenciou presenca potencial antiangiogénico da solucdo 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 atraves da reducao dos

nutrientes e oxigenacao, ou seja a reducdo da neovascularizacdo, corroborando pesquisas
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realizadas in vivo e in vitro Alvarez-Gonzalez®. Em outro trabalho, foi demostrada
reducdo na formacdo 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®. Portanto, a Spirulina tem uma caracteristica de reduzir a angiogénese
parcialmente, por regulacdo da quantidade de 1L-17 (Interleucina-17). A IL-17 que € uma
citocina que participa no processo de mediadores inflamatdrios, recrutando neutréfilos
para as areas de infeccio e que supostamente, promove a angiogénese??’.

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 antiangiogénico28-3,

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 tumores43L,

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

genotoxicidade, os resultados estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 — Avaliacédo da atividade genotdxica e citotoxica. Frequéncia de MN/4000 EPC

e relagdo entre EPC/ENC ap0s 24 horas do tratamento comSpirulinaem diferentes doses

e controles
Eritrocitos policromaticos
Dose Spirulina N° de . Rela¢do EPC/ENC
o micronucleados (EPCMN) '
(mg kg! peso corporal)  animais . (média+ DP)
(médiat+ DP)
1000 5 232+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°¢
H>O (controle negativo) 5 4+1,412 0,86 = 0,05°¢
DXR (controle
5 40,2 + 6,14 0,42 +0,08
positivo)

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.
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Observa-se que as todas as doses da solucéo da Spirulinade 1000 mg kg™ e 500
mg kg™ e 250 mg kg tapresentaram atividade genotoxica. Houve diferencas significativas
(p<0,05) na frequéncia de EPCMN quando comparadas ao grupo controle negativo. Ja a
relacdo EPC/ENC, para avaliar a citotdxicidade, quando comparada com o controle
negativo ndo apresentou diferenca significativa (p> 0,05) para as trés doses testadas.

A Tabela 2 apresenta os resultados da frequéncia de EPCMN, média, desvio

padrdo e relacdo EPC/ENC para avaliar a atividade antigenotoxica.

Tabela 2 — Avaliacdo da atividade antigenotoxica e citotoxicaFrequéncia de EPCMN e
relagdo entre EPC/ENC apds tratamento simultdneo com DXR e de diferentes doses da

Spirulina
Eritrocitos policromaticos
Dose Spirulina N°de ) Relagao EPC/ENC
micronucleados (EPCMN)
(mg kg 'DXR) animais (média+ DP)
(média+ DP)
1000 +2 5 14,4 + 4,39 0,82 + 0,08¢
500 +2 5 11,6 +1,14° 0,84+ 0,119
250+ 2 5 11+1,87° 0,74 + 0,169
H>O (controle negativo) 5 4+141 0,86 £ 0,05
DXR (controle
. 5 40,2 £ 6,14% 0,42 £ 0,08°
positivo)

2p>0,05; ? p<0,05; ¢ p>0,05; ¢ 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.

Os resultados do tratamento concomitante da Spirulinanas dosagens de 1000 mg
kg?, 500 mg kg? e 250 mg kg mais 2 mg kg? de doxorrubicina. Todos o0s grupos
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) quando comparados ao grupo controle
positivo, significando que a Spirulina apresenta, também, potencial antigenotoxico. A
relacio de EPC/ENC comparadas ao controle positivo apresentou diferencas
significativas (p<0,05) para as trés doses testadas significando ndo possuir pontencial

citotoxico. Na tabela 2 os dados testados, ndo apresentou diferenca significativa e na
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tabela 3 é possivel verificar nos dados testados que apresentou uma diferenga significativa
indicando assim que a substancia ndo é citotoxica.

Na avaliacdo da genotdxidade da solucdo aquosa da Spirulina,osresultados
obtidos neste estudo, demostraram efeito genotoxico em todas as concentracgdes testadas,
em desacordo com estudos realizados com o mesmo objetivo que ndo detectaram
toxicidade “aparente ao organismo” e ndo apresentarem riscos a saude?®3233, Outro
experimento utilizando solucdo da Spirulina, mais especificamente o componente [3-
caroteno mostrou redugdo na formagio de carcinoma bucal em hamsters?®. Além disso,
varios trabalhos demonstraram propriedades benéficas como capacidade antioxidante da
Spirulina, por apresentarem compostos como acidos fendlicos, tocoferdis e R-
caroteno2%-%,

Na avaliacdo da antigenotoxidade da solucdo aquosa da Spirulina os resultados
obtidos neste estudo, evidenciaram diferenca 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 a2mg kg*de Doxorrubicina. Isso
comprova que a Spirulina nas dosagens testadas evidencia a atividade antigenotdxica
dessa alga.

Esses resultados, apesar de parecer serem controversos, sugerem efeito
genotdxico e antigenotoxico, podendo ser explicados pela presenca de alguns
constituintes quimicos citados anteriormente (acidos fendlicos, tocoferdis e R-caroteno)
assim como a utilizagio de doses mais elevadas nesse trabalho®.

Esses resultados relacionados com a antigenotoxicidade da Spirulina corroboram
outros trabalhos realizados que mostraram protecdo ou melhora na toxicidade
induzidapela cisplatina e pelo uretano e outras drogas®*. Uma das possiveis explicagdes
para esse efeito protetor da Spirulina, seria uma reducdo significativa na extensao da
peroxidacéo lipidica e um aumento concomitante dos antioxidantes enzimaticos do figado
e ndo enzimaticos por exemplo a glutationa reduzida®.

Diversos compostos tém se destacado com caracteristicas de protecéo as células e
também potencial antioxidante. Nas cionobactérias destacam-se o [-caroteno,
carotenoides, clorofila e biliproteinas e a ficocianina. O principal pigmento da
Spirulinassp. é a ficocionina podendo ser considerado como pigmento fitoplancténico

singular. Em diversos paises, esse pigmento é usado como suplemento alimentar, devido
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ao seu potencial nutracéutico, anti-inflamatorio, antibacteriano e antioxidante®34. A
presenca da ficocianina no extrato utilizado, confirma o potencial protetor contra
substancias capaz de induzir o estresse oxidativo e de acordo com estudo, a Spirulina ndo
causa efeito citotoxico para as células®, corroborando assim com os resultados desse

estudo.

Concluséao

A solucdo aquosa da Spirulina demonstrou atividade antiangiogénica, nas
concentragOes testadas, além disso, apresentou atividade genotdxica. A solucdo aquosa
da Spirulina também apresentou atividade antigenotoxica nos tratamentos concomitantes
com a doxorrubicina, mostrando diminui¢do na frequéncia dos micronucleos em 4000
EPC. O solugdo aquosa da Spirulina ndoapresentou atividade citotoxica nas
concentracOes testadas através da relacdo eritrocitos normocromaticos e eritrécitos
policromaticos.

Diante disso, é evidente que a Spirulina é uma substancia que possui diversos
efeitos benéficos para a saide humana e com possivel grau de seguranca quando utilizada

nas dosagens recomendadas.
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