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RESUMO: A presente pesquisa avaliou a agdo mutagénica e antimutagénica de um biopolimero
de glucose extraido da Agrobacterium radiobacter (Biopolimero de Agrobacterium radiobacter). O
experimento foi realizado com camundongos Swiss machos divididos em oito grupos. O tratamento
com o biopolimero foi realizado por gavage em dose tnica concomitante a uma dose de solugédo
tampao fosfato nos grupos de avaliagdo da mutagenicidade, ou ao agente indutor de danos no DNA,
ciclofosfamida, na concentragdo de 50 mg/kg (peso corpoéreo - p.c.), nos grupos de avaliagdo da
antimutagenicidade. Utilizou-se o teste de microntcleo em sangue periférico e a coleta de sangue
foi realizada 24 e 48 h apds a aplicacdo das substancias-teste. A andlise estatistica demonstrou
que o biopolimero ndo possui atividade mutagénica e que ¢ efetivo em prevenir danos no DNA.
As porcentagens de reducdo de danos nos grupos de antimutagenicidade foram de 83,9%, 89,1%
e 103,1% em 24 h e 101,24%, 98,14% ¢ 120,64% em 48 h para as doses de 75, 150 e 300mg/kg
(p.c.), respectivamente. A alta porcentagem de redugdo de danos associada a auséncia de efeitos
mutagénicos indica, além da atividade quimioprotetora, a possibilidade do biopolimero ser um
alimento funcional candidato a utilizagdo como co-adjuvante na quimioterapia para prevenir efeitos
colaterais.

Unitermos: Curdlana, biopolimero, Agrobacterium radiobacter, p-glucana, antimutagenicidade,
camundongos Swiss.

ABSTRACT: “Assessment of mutagenicity and antimutagenicity of a biopolymer extracted
from the microorganism Agrobacterium radiobacter in mice.” This study evaluated the mutagenic
and ant mutagenic action of a biopolymer of glucose extracted from Agrobacterium radiobacter
(Biopolymer of Agrobacterium radiobacter). The experiment was conducted with Swiss male mice
divided into eight groups. Treatment with the biopolymer was performed in a single dose by gavage
at a dose of concomitant phosphate buffer groups in the evaluation of mutagenicity, or the agent of
inducing DNA damage, cyclophosphamide, the concentration of 50 mg/kg (body weight —b.w.),
in groups of assessment ant mutagenic. We used the micronucleus test in peripheral blood. The
blood sample was held 24 and 48 h after application of the test substances. Statistical analysis
showed that the biopolymer has no mutagenic activity and it is effective in preventing damage to
DNA. The percentages of damage reduction in groups of ant mutagenic were 83.9%, 89.1% and
103.1% in 24 h and 101.24%, 98.14% and 120.64% at doses of 48 to 75, 150 and 300 mg/kg (b.w.)
respectively. The high percentage of damage reduction associated with the absence of mutagenic
effects indicates the possibility of biopolymer chemoprotection action. It can also be considered a
functional food candidate to be used as co-adjuvant chemotherapy to prevent side effects.

Keywords: Curdlana, biopolymer, Agrobacterium radiobacter, B-glucan, antimutagenic, Swiss
mice
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INTRODUCAO

Nos ultimos 50 anos foi possivel observar uma
mudanca radical nos habitos de vida das populagdes
humanas, em especial nos habitos alimentares (Bleil, 1998).
A predominancia de alimentos ricos em calorias, gorduras
e agucares, tem conseqiiéncias diretas sobre a obesidade,
doengas do coragdo e desenvolvimento de alguns tipos de
cancer, e associados a uma vida mais sedentaria, colocam
em perigo a saide humana (Pereira et al., 2003; Cervi et
al., 2005; Fortes et al., 2007; Hass et al., 2007).

A etiologia do cancer ¢ bastante complexa
(Azevedo & Mendonga 1993; Neves, 2002), e diversos
fatores estdo envolvidos na génese damaioria dasneoplasias
malignas (Wunsch-Filho & Zago, 2005), ou seja, o cancer
provavelmente ¢ determinado pela soma e/ou combinacao
de fatores, e ndo por um em particular (Rossit et al., 2000).
Frente ao grande niimero de novos casos de cancer de
colon, entende-se que técnicas de prevencdo, diagndstico
precoce e investimento em um novo conceito alimentar se
fazem necessarios.

Uma das alternativas para se produzir alimentos
com reduzido teor de gordura ¢ a substituicao parcial ou
total desta por fibras. A goma curdlana faz parte da familia
de B-glucanas, que sdo consideradas pela comunidade
cientifica como fibras nao digeridas em humanos, devido
a auséncia de enzimas capazes de quebrar as ligagdes
glicosidicas presentes nestas (Cunha, 2002; Cunha et al.,
2004).

A Agrobacterium radiobacter variedade k84 ¢
um microrganismo pertencente a familia Rhizobiaceae
tipicamente encontrada no solo, proximo as raizes de
plantas. Esta bactéria, gram negativa, aerdbia, ndo-
patogénica e ndo formadora de esporos (EPA, 2005), ¢
produtora da goma curdlana (polimero de D-glucose com
ligagdes glucosidicas B-(1—3)) (Saudagar & Singhal,
2004), um ingrediente novo na industria alimenticia.
Contudo o consumo desta goma foi aprovado pela U.S.
Food and Drug Administration, em quantidade diarias
de até 1,814 g/kg, como um aditivo alimentar capaz de
acarretar perda de peso por ndo contribuir com valor
caldrico em alimentos (Funami et al., 1998; Spicer et al.,
1998). Quando hidratada e aquecida, suas particulas imitam
a palatabilidade caracteristica de produtos elaborados com
gordura. Além disso, a curdlana liga-se a agua presente
no sistema tornando-a indisponivel para a cristalizagdo,
diminuindo a absor¢do de 6leo em produtos fritos e a
migracdo de agua para a superficie do produto durante a
armazenagem (Funami et al., 1998a,b).

Acredita-se que a molécula de [B-glucana, e
talvez junto a esta pudesse acrescentar a curdlana e/ou o
biopolimero em estudo, independentemente de sua origem
(cereais, leveduras, fungos e outros) parece demonstrar
uma boa atividade antimutagénica (Oliveira et al., 2006,
2007 e 2009). Estudos relatam para esta molécula uma boa
atividade antimutagénica, antigenotdxica apesar de alguns

autores indicaram capacidade genotdxica e mutagénica
quando a mesma ¢ utilizada em altas concentragdes.
Os seus efeitos de prevencdo de lesdo no DNA sdo
bem caracterizados em estudos com ciclofosfamida,
metilmetanosulfonato, adramicina, benzopireno dentre
outros compostos (Charvatovicova, 1991; Charvatovicova
et al., 1998; Slamefiova et al., 2003; Tohamy et al., 2003;
Angeli et al., 2006; Oliveira et al., 2006, 2007; Angeli et
al., 2009a; Angeli et al., 2009b; Oliveira et al., 2009).

Frente a estes relatos ainda ¢ licito salientar que
o biopolimero de Agrobacterium radiobacter ndo pode ser
classificado como uma curdlana, visto que suas ligagdes
ndo foram totalmente descritas ¢ o seu grau de pureza,
em relagdo aos residuos de glucose, ¢ menor que os 90%
encontrados nesta goma.

No entanto, assume-se que o biopolimero
em estudo possa ser usado segundo as mesmas
recomendacdes ¢ que possivelmente oferega aos mesmos
beneficios descritos para a curdlana. Porém, diante de
escassos relatos na literatura a respeito dos efeitos deste
biopolimero sobre a molécula de DNA (possiveis efeitos
toxicos ou preventivos), o presente trabalho estudou os
efeitos mutagénicos ¢ antimutagénicos do polissacarideo
extraido do microorganismo Agrobacterium radiobacter
denominado aqui como biopolimero e que apresenta
caracteristicas de uma fibra soltivel rica em minerais.

MATERIAL E METODOS
Agente indutor de danos no DNA

Para a indugdo de danos no DNA utilizou-se
o agente alquilante, de agdo indireta, ciclofosfamida
(Fosfaseron®), na concentragdo final de 50,0 mg/kg de peso
corporeo (p.c.), administrada por via intraperitoneal (i.p.),
diluida em solucdo tampao fosfato (PBS), livre de Ca™ e
Mg™, pH 7,4. Este quimioterapico e imunossupressor tem
sua ativacdo realizada principalmente no figado e os seus
metabolitos provocam potente agdo mutagénica.

Agente quimioprotetor

A extragdo do biopolimero foi realizada a partir do
melago de cana de agtcar utilizado como fonte de carbono
para a extracdo do biopolimero pela Agrobacterium
radiobacter k84. Esta bactéria foi mantida em meio
inclinado manitol-levedura-agar (1,0% manitol, 0,02%
KH,PO,, 0,02% MgSO,, 0,01% NaCl, 0,25% extrato de
levedura ¢ 1,5% agar). O caldo de cultivo composto de
melago de cana de agtlicar 4° Brix (concentragdo definida
em testes prévios), 1,2% de extrato de levedura (Cunha,
2002; Cunha et al., 2004) e tragos de sais minerais (Phillips
& Lawford, 1983) foi utilizado para a preparagdo do pré-
inoculo (48 h) e do indculo (24 h) da bactéria a 28 °C, 150
rpm. Um novo meio foi inoculado (10% v/v) e mantido em
incubadora refrigerada com agita¢do (TE421, Tecnal) a 28
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°C, 150 rpm, durante 120 h para a produgé@o do biopolimero.
A biomassa foi separada em centrifuga (Eppendorf 5804R)
a 12000xg, 30 min, 4 °C ¢ o biopolimero precipitado do
sobrenadante com etanol absoluto frio (3:1 v/v), 24 h, 4 °C.
A biomassa ¢ o biopolimero obtidos foram desidratados a
45 °C overnight, pesados e triturados.

As solugdes aquosas do biopolimero utilizadas no
experimento in vivo foram de trés diferentes concentragdes
75, 150 e 300 mg/kg (p.c.) e a administragdo foi feita por
via oral (v.0.).

Caracterizacio quimica do biopolimero

Apds a obtencdo do biopolimero o mesmo passou
por etapas de caracterizagdo com o objetivo de quantificar
os elementos presentes.

Composi¢do  centesimal: a  composi¢do
centesimal do biopolimero foi determinada utilizando
metodologia oficial da AOAC (AOAC, 1995). O contetido
de carboidratos foi calculado por diferenga ¢ confirmado
pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956).

Fibra alimentar: foi realizada a determinacdo de
fibra alimentar total, solivel e insoltivel do biopolimero
pelo método enzimatico-gravimétrico n® 985.29 da AOAC
(1995), utilizando o kit Sigma® (TDF 100A) e tampao
MES-TRIS.

Minerais: a amostra de biopolimero (0,4 g) foi
digeridaem 3 mL de solug@o nitroperclérica (HNO,:HCIO,,
3:1) a 150 °C durante 5 h. Apos diluigdo, a determinag@o
dos minerais da amostra foi realizada por espectrometria
de emissdo de plasma (ICP-ICAP 61E, Thermo Jarrel Ash
Corporation) ¢ a quantificacdo de Na" ¢ K, determinada
em fotometro de chama (Micronal).

Monossacarideos: o biopolimero foi hidrolisado
em HCI 2N (biopolimero:HCI, 1:3) a 105 °C, 16 h e a
solu¢do obtida foi filtrada, concentrada em evaporador
(Tecnal TE-210), ressuspendida em metanol e conduzida a
evaporagao. Cromatografia de camada delgada foi aplicada
para identificagdo dos monossacarideos, utilizando
glucose (1 mg/mL) como padrdo. O eluente utilizado foi
cloroféormio:metanol:acido acético:agua [4:4:1:1 (v/v/
v/v)]. A revelagdo foi realizada borrifando solugdo de
anisaldeido:acido sulfurico:acido acético [1:2:100 (v/v/v)]
sobre a placa que foi mantida em estufa a 110 °C, 10 min
para visualizacdo sob luz ultravioleta de onda curta de 365
nm (Moreira et al., 1998).

Animais e delineamento experimental

Foram utilizados camundongos Swiss machos
(n=72), em idade reprodutiva, cerca de 60 dias, com
peso médio de 30 g, provenientes do Centro de Estudos
em Nutri¢do ¢ Genética Toxicoldogica (CENUGEN) do
Centro Universitario Filadélfia, Londrina, PR, Brasil. Os
animais foram mantidos em caixa de polipropileno, em
comunidades (nove animais por grupo/caixa) ¢ passaram
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porum periodo minimo de adaptagdo correspondente a duas
semanas. A luminosidade e temperatura foram controladas
utilizando-se fotoperiodo de doze horas (12 h de claro: 12
h de escuro) com temperatura mantendo-se em torno de
2242 °C ¢ umidade média de 55+10%. A alimentagao foi
constituida de agua filtrada e ragao comercial Nuvilab®, ad
libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente
em oito grupos experimentais. O tratamento com o
biopolimero foi realizado por gavage (via oral por
intubagdo intragastrica - v.0.) em dose Unica. O grupo
controle negativo (Grupo 1) recebeu os solventes da
ciclofosfamida e biopolimero. Assim sendo, no primeiro
caso, recebeu solugdo tampao fosfato (PBS), livre de Ca™
e Mg™, pH 7,4, estéril, no volume de 0,1 mL/10 g p.c.,
i.p. Ja no segundo caso, agua destilada na proporgdo de
0,1 mL/10g p.c., v.o. O grupo controle positivo (Grupo 2)
recebeu ciclofosfamida na concentragdo de 50 mg/kg p.c.,
i.p. e dgua destilada no volume de 0,1 mL/10 g p.c., v.0. Os
grupos constituidos para a avaliagdo da mutagenicidade,
Grupos 3, 4 ¢ 5, receberam o biopolimero, obtido de
Agrobacterium radiobacter, nas doses de 75, 150 e 300
mg/kg p.c., v.o., respectivamente, ¢ uma dose de PBS
i.p. Os grupos de avaliagdo da antimutagenicidade,
Grupos 6, 7 ¢ 8, receberam o biopolimero v.0., nas doses
anteriormente mencionadas, simultaneamente a uma dose
de ciclofosfamida i.p.

Os grupos experimentais foram submetidos a
coleta de sangue periférico, para avaliagdo de potenciais
mutagénico ¢/ou antimutagénico, pelo teste de microntcleo
em sangue periférico, por meio de pungdo da veia caudal
apos 24 ¢ 48 h decorridas do tratamento.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de
Londrina - UEL (CEEA n° 50/05; Protocolo 30877/04)
e realizado segundo as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentag¢ao Animal COBEA (2004).

Ensaios do micronicleo em sangue periférico

Para a avaliagdo do ensaio do micronucleo (MN)
utilizou-se a técnica descrita por Hayashi et al. (1990) com
modificagdes. Para tanto, uma gota de sangue periférico
foi depositada em uma lamina previamente preparada com
uma camada formada por 20 puL de Laranja de Acridina
(1,0 mg/mL). Cobriu-se a mesma com uma laminula e estas
permaneceram em freezer (-20 °C) por um periodo minimo
de duas semanas. A analise das laminas foi realizada em
microscopio de fluorescéncia (Bioval, Modelo L 2000A)
com objetiva de 40 vezes, com filtro de excitagdo 420-490
nm e filtro de barreira 520 nm. Analisou-se 2000 células/
animal ¢ a estatistica foi realizada por meio do teste de
ANOVA/Tukey (p<0,001).
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Cilculo da porcentagem de reducio de danos

A porcentagem de redug@o dos danos do agente
mutagénico pelo biopolimero obtido de Agrobacterium
radiobacter, foi calculada por meio da média do nimero
de células com danos observadas no grupo que recebeu o
agente indutor de danos (ciclofosfamida - Grupo controle
positivo) menos o nimero de células com danos observadas
no grupo que recebeu o tratamento de antimutagenicidade
(Grupo biopolimero obtido de Agrobacterium radiobacter
+ ciclofosfamida) x 100, dividido pelo nimero de células
com danos observadas no grupo que recebeu o agente
indutor de danos (Grupo controle positivo) menos o
numero de células com danos no grupo que recebeu PBS
(Grupo controle negativo).

O calculo da porcentagem de reducdo de danos
foi proposto por Waters et al. (1990) e a formula encontra-
se a seguir:

Grupo Controle Positivo - Grupo

% de reducao _ biopolimero + ciclofosfamida

x 100

- Grupo Controle Positivo - Grupo Controle
Negativo

de danos

RESULTADOS
Caracterizacao quimica

Apo6s as diferentes etapas de caracterizagdo do
biopolimero produzido pelo Agrobacterium radiobacter
pode-se determinar que o mesmo contenha 35% de
carboidrato, 40% de minerais e 15% de proteinas formando
um composto de unidades de glucose soluvel e os tipos de
ligag@o presentes nao foram determinados.

Os minerais presentes no biopolimero sao: fosforo
(0,8%), potassio (20,0%), calcio (0,7%), magnésio (0,6%),
cobre (0,001%), zinco (0,006%), manganés (0,02%),
sodio (0,12%), ferro (0,06%), cromo (0,0007%), cobalto
(0,0004) , niquel (0,0002%), chumbo (0,0014%), cadmio
(0,0004%) e molibelidénio (0,0002%).

Avaliacio mutagénica e antimutagénica

ATabela 1 apresenta a frequéncia total e as médias
de microntucleos referentes a avaliacdo de mutagenicidade
e antimutagenicidade em camundongos tratados com
biopolimero.

De acordo com a andlise estatistica, para a
experimentacdo em 24 h apo6s os tratamentos, pode-se
verificar que as trés diferentes doses do biopolimero,
obtido de Agrobacterium radiobacter, ndo possui atividade
mutagénica segundo as doses e protocolo utilizados neste
experimento. A analise das médias de micronucleos, dos
animais tratados com biopolimero, indica uma variacao
entre 5,00+£2,34 e 6,22+1,86 micronucleos para a menor e

maior dose testada, respectivamente; e a média do grupo
controle foi de 5,11+2,93.

Na avaliagdo da antimutagenicidade, ou seja,
da capacidade de prevencdo de danos ao DNA pelo
biopolimero frente a exposi¢do do animal a ciclofosfamida,
verificou-se que todas as concentragdes foram efetivas.
A média de micronucleos no controle positivo foi de
26,44+8,92 e quando analisados os associados verificam-se
médias de 8,55+4,10, 7,44+4,45 e 4,44+1,67 micronucleos
para as doses de 75, 150 e 300 mg/kg de biopolimero,
respectivamente.

A porcentagem de reducdo de danos foi de
83,90%; 89,10% e 103,10% para as doses de 75, 150 ¢ 300
mg/kg de biopolimero, respectivamente.

Na analise de 48 h pode-se verificar que as
trés diferentes doses do biopolimero, continuaram ndo
apresentando atividade mutagénica. A analise da média
de micronticleos, dos animais tratados com biopolimero,
indica uma variacdo entre 4,67t1,41 e 3,78+2.49
microntcleos para a menor e maior dose, respectivamente;
e a média do grupo controle foi de 6,78+1,86.

Na avaliagdo da antimutagenicidade do bio-
polimero verificou-se que todas as concentragdes con-
tinuaram a apresentar-se como efetivas e quimioproteto-
ras. A média de microntcleos no controle positivo foi de
25,56+8,78, quando analisados os associados verificam-
se médias de microntcleos de 6,56+2,70, 7,11+2,09 e
3,11+2,08 e porcentagens de redugdo de danos de 101,24%,
98,14% e 120,64% para as doses de 75, 150 e 300 mg/kg
de biopolimero, respectivamente.

DISCUSSAO

As populagdes humanas estdo constantemente
expostas a carcindgenos ¢ estes em sua grande maioria sdo
mutagénicos. Logo pensar em agentes quimiopreventivos
capazes de agir concomitantemente a aqueles seria a
melhor estratégia de preven¢dao do cancer. Todavia ¢
extremamente delicado fazer esta afirmativa visto que
os agentes carcinogénicos estdo livres no ambiente e o
processo de quimioprote¢do estd submerso em fatores
dietéticos e/ou farmacoldgicos (De Flora, 1998) que ndo
necessariamente permeiam o cotidiano das populagdes.

Atualmente as neoplasias, apesar de ser uma
patologia muito estudada, continuam responsaveis pela
morte prematura de inimeras pessoas do setor produtivo
da populagdo e por isso torna-se uma importante questao
de saude publica. Assim, a necessidade de aumentar a
eficacia de terapias anticanceres assume importancia
inestimada (Cestari & Zago, 2005). Outro fato que chama
a atencdo ¢ a necessidade de eventos que possam prevenir
a ocorréncia destas doencas e uma proposi¢do futura
pode ser a reeducag@o alimentar baseada no incentivo ao
consumo de fibras.

A goma curdlana apresenta propriedades
quimicas similares a fibra B-glucana e o biopolimero,
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Tabela 1. Freqiiéncia absoluta e média de micronticleos obtidos em sangue periférico de camundongos Swiss tratados com biopolimero
ou biopolimero simultaneamente ao agente mutagénico, referentes as avaliagdes de mutagenicidade e antimutagenicidade:

Tratamento 24 horas 48 horas

(mg/kg, p.c.) Total MN' Média+DP %RD Total MN' Média+D.P. %RD
Grupo 1 46 5,11+2,93° - 61 6,78+1,86* -
Grupo 2 238 26,44+8,92° - 221 24,56+8,78" -

Mutagenicidade
Grupo 3 45 5,00+2,34° - 42 4,67+1,41* -
Grupo 4 55 6,114,208 - 43 4,78+1,20° -
Grupo 5 56 6,22+1,86* - 34 3,7842,49* -
Antimutagenicidade

Grupo 6 77 8,55+4,1* 83,90 59 6,56+2,70° 101,24
Grupo 7 67 7,44+4,45" 89,10 64 7,11+£2,09* 98,14
Grupo 8 40 4,44+1,67* 103,10 28 3,114+2,08° 120,64

Legenda: 1Total MN - Frequéncia absoluta de microntcleos; DP: Desvio Padrdo; %RD: Porcentagem de redugado de danos; Grupo 1:
controle negativo, 0,1 mL de agua destilada/10 g de peso corpéreo (p.c.); Grupo 2: controle positivo, Ciclofosfamida na concentragdo
de 50 mg/kg p.c.; Grupos 3, 4 e 5: Biopolimero de Agrobacterium radiobacter nas concentragdes de 75, 150 e 300 mg/kg p.c.,
respectivamente; Grupos 6, 7 e 8: tratamentos simultdneos com Ciclofosfamida (50 mg/kg, p.c.) e Biopolimero de Agrobacterium
radiobacter nas concentragdes de 75, 150 e 300 mg/kg p.c., respectivamente. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas (Teste Estatistico: ANOVA/Tukey; p<0,001).

em estudo, possui caracteristicas similares a estas duas.
No entanto, o biopolimero apesar de ser derivado do
mesmo microorganismo da curdlana, apresenta diferencas
estruturais, visto que enquanto a goma curdlana apresenta
90% de carboidrato a base de unidades de glucose, unidas
por ligacdes B(1—3) em uma cadeia linear, este composto
apresenta-se insoluvel. J& o biopolimero em questdo
contém 35% de carboidrato composto por unidades de
glicose, 40% de minerais e 15% de proteinas. Devido
a esta constituicdo o biopolimero forma um composto
soluvel. Contudo ainda nao estdo determinados os tipos de
ligagdes existentes entre os residuos de glucose.

Por possuir caracteristicas similares as -glucanas
e curdlana este biopolimero foi submetido a testes de
mutagenicidade e antimutagenicidade para verificar se o
mesmo possui atividades de quimioprote¢do ja descritas
para as f-glucanas mesmo sendo conhecidas as diferencas
anteriormente ressaltadas.

O presente estudo relatou que o biopolimero
possui boa capacidade de prevenir danos no DNA causados
por ciclofosfamida quando administrado simultaneamente
a este quimioterapico. Além deste fato o composto em
teste ndo apresenta nenhuma atividade mutagénica.

Asporcentagensderedugdodedanosapresentaram
uma relacdo dose-resposta para as avaliacdes realizadas
apos 24 h da aplicagcdo dos compostos. No entanto, ap6s
48 h este fato nao foi mais verificado. Mesmo esta relagao
nao sendo mantida € notdrio que para ambos os tempos de
analise hd uma boa atividade de prote¢do do DNA por este
composto.

Segundo Kada et al. (1982) existem dois tipos
de substancias protetoras do DNA, as que agem por
desmutagénese, e aquelas que agem por bioantimutagénese.
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As substancias desmutagénicas sdo capazes de impedir a
acdo dos agentes indutores de danos, principalmente por
adsor¢ao aos mesmos. J4 as bioantimutagénicas, em geral,
atuam como moduladoras do reparo e replicacdo do DNA
(Kada & Shimoi, 1987; De Flora, 1998).

Pelo presente estudo nao foi possivel identificar o
modo de acdo antimutagénica do biopolimero, visto que o
protocolo de tratamento simultaneo pode indicar atividade
por desmutagénese e por bioantimutagénese.

Pode-se ainda pensar que a origem do biopolimero
poderia influenciar no modo de atividade antimutagénica.
No entanto, estudos deste mesmo grupo de pesquisa
(Oliveira et al., 2006, 2007, 2009) demonstram que
independetemente da origem das B-glucanas, se de cereais
ou de leveduras, o modo de acdo descrito ¢ similar para
estudos in vitro e in vivo. Nestes estudos foi suposto que
as B-glucanas possuem atividade antioxidante e por isso
exercam sua principal atividade quimioprotetora. Outros
estudos descrevem também a atividade anticancerigena
da B-glucana, e alguns desses polissacarideos extraidos de
fungos tém sido utilizados clinicamente no Japao (Kaneno
et al., 1989).

Segundo Chorvatovicova et al. (1998) seria
importante também estudar nestas terapias a administragao
concomitante da P-glucana e do quimioterapico,
ciclofosfamida, para que se demonstrasse a possibilidade
daquela em diminuir os efeitos adversos da quimioterapia.
No entanto, ainda sdo muito controversos os principios
moleculares e bioquimicos que envolvem a atividade
antitumoral, antimutagénica, imunoestimulatoria e
quimiopreventivas das diferentes -glucanas (Saito et al.,
1991; Kishida et al., 1992; Demleitner et al., 1992).

E sabido que a administragio de ciclofosfamida
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pode relacionar-se a diferentes efeitos adversos e dentre
eles o surgimento de canceres secundarios (Anvisa, 2009)
por eventos tais como a produgdo de radicais livres.
Por outro lado, sabe-se que a associagdo de agentes
quimiopreventivos podera reduzir este risco. Esta protecao
pode ser oferecida por agentes de agdo quimioprotetora
uma vez que estes agem em sua maioria como antioxidante.
Porém, esta atividade ndo diminuiria a a¢do do agente
quimioterapico no combate ao cancer. Este atuacdo pode
ser inferida com base no estudo de Weijl et al. (1998) que
relata que administragdo de antioxidantes ndo interfere
no efeito antitumoral de drogas antineoplasicas pois
estas drogas destroem células cancerosas por meio de
mecanismos que ndo envolvem a agdo de radicais livres.

Além dos efeitos juntos aos quimioterapicos,
Patchen et al. (1987) relataram efeitos benéficos quando
utilizaram B-glucana em animais submetidos a radiagao.
De acordo com seu estudo, a melhora ndo se deve somente
a regeneracdo hematopoiética, mas os autores supdem
que a B-glucana é capaz de inativar os radicais livres
que poderiam causar danos ao organismo em teste, fato
este também esta descrito no trabalho de Chorvatovicova
(1991). Diante deste relato pode-se inferir que a B-glucana
teria atividade semelhante a agentes antioxidantes.

O principal grupo de agentes inibidores da
carcinogénese ¢ representado por antioxidantes ¢
bloqueadores de radicais livres que sdo capazes, mesmo
presentes em baixas concentragdes, de atrasar ou inibir
as taxas de oxidagdo (Maxwell, 1995; Sies, 1999). Estes
compostos podem agir por meio da i) prevengdo, que se
caracteriza pela proteg@o contra formagao das substancias
agresssoras; ii) interceptagdo de radicais livres, os quais
uma vez formados iniciam suas atividades de danificagdo
do DNA (Kong & Lillehei, 1998; Santos & Cruz, 2001); ¢
i) quando a prevencdo e interceptagdo nao foram efetivas
¢ os subprodutos da atividade dos radicais livres estdo
sendo continuamente formados em baixas quantidades,
podendo se acumular no organismo, ha a necessidade dos
mesmos serem encaminhados a excre¢do pelas enzimas
de detoxifica¢do e que ao mesmo tempo os antioxidantes
modulem o sistema de reparo de DNA das células
que estdo sendo atacadas por meio de uma atividade
bioantimutagénica.

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). Para que um alimento seja classificado como
funcional ele deve: 1) exercer efeito metabdlico ou
fisiologico que contribua para a saude fisica ¢ para a
reduc¢do do risco de desenvolvimento de doengas cronicas,
i) fazer parte da alimentagdo usual, iii) possuir efeitos
positivos obtidos por meio de quantidades ndo toxicas que
devem persistir mesmo apds a suspensdo de ingestdo e
iv) ndo deve ser utilizado com o intuito de tratar ou curar
doengas (Milner, 1999).

Assim, de acordo com a literatura ja apresentada
¢ assumindo o biopolimero como um candidato a
alimento funcional, considerando suas caracteristicas
de fibra, observa-se que por ser soluvel o biopolimero
pode apresentar uma maior eficiéncia, visto que este fato
garante sua fermentacdo que contribui para o aumento da
massa bacteriana e, conseqiientemente, para o aumento do
volume das fezes, ¢ leva a produgdo de acidos graxos de
cadeia curta (acetato, propionato e¢ butirato) que alteram
o pH e a microflora intestinal, evitando o crescimento
de microorganismos patogénicos ¢ exercendo efeitos
fisiologicos benéficos (Assumpgdo et al., 1999; Grega
et al., 2003; Gongalves et al., 2007; Haas et al., 2007)
se administrado por periodos mais longos do que este
usado nesta pesquisa. Sendo o biopolimero soliivel em
agua, resta saber se o mesmo realmente é resistente a
hidrélise de enzimas humanas sendo fermentado quase
que predominantemente pelas bactérias da microbiota
intestinal, estimulando seletivamente a proliferacdo ou
atividade de bactérias desejaveis no célon, contribuindo
assim com a inibi¢do da multiplicagdo de patogenos,
garantindo beneficios adicionais a saude do hospedeiro.
Estudos posteriores poderdo contribuir para a adequacdo
do biopolimero como um alimento funcional prebidtico
visto que ele possui caracteristicas em potencial para tal.
Se realmente este fato for verificado poder-se-ia apontar
o biopolimero com capacidade quimiopreventiva para
iniciagdo de células para o cancer, mas em especial para
o cancer de colon-retal devido suas caracteristicas de fibra
alimentar.

Frente a esta discussdo nao se pode deixar de
considerar que além de ser um composto soluvel e rico em
residuos de glicose, o polissacarideo utilizado apresenta
em sua constituigdo 40% de minerais como fosforo,
potassio, calcio, cobre, zinco, magnésio, mangangés,
sodio, ferro, cromo, cobalto, niquel, chumbo, cadmio,
molibdénio em diferentes concentra¢des. A solubilidade
em agua aqui mencionada pode indicar que o biopolimero
alcance mais facilmente o meio intracelular e isso poderia
aumentar a sua capacidade quimiopreventiva levando por
conseqiiéncia ao aumento da sua porcentagem de redugdo
de danos. Esta caracteristica pode ser a responsavel pela
maior porcentagem de reducdo de danos encontrada nesta
pesquisa se comparadas a outros trabalhos do mesmo
grupo (Oliveira et al., 2006, 2007, 2009). Soma-se ainda
a este fato a presenga dos micronutrientes que também
possuem atividade quimiopreventiva ¢ poderiam auxiliar
no aumento da porcentagem de redugdo de danos.

Como ¢ de conhecimento geral, as vitaminas ¢
minerais possuem um papel fundamental na regulacdo
do organismo, ¢ estes sdo nutrientes essenciais que
exercem importantes fungdes no metabolismo (Galante
et al.,, 2007). Alguns minerais sdo reconhecidos como
essenciais, mesmo em quantidades tdo sutis que ainda nédo
sdo claramente determinadas. A deficiéncia de um mineral
necessario em quantidades minimas pode ser igualmente
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ou mais prejudicial que a falta de um mineral requerido em
quantidades superiores.

Além dos papéis desempenhados pelos macro e
microelementos na manutengdo do metabolismo celular
normal, nas fungdes dos tecidos e participagdo de uma
infinidade de processos bioquimicos e fisiologicos
importantes para a saude, as evidéncias cientificas
demonstram que ingestdo de micronutrientes pode
prevenir alguns tipos de cancer (Dirienzo, 2001; Silva &
Naves, 2001). Assim, ha de se considerar a presenc¢a destes
micronutrientes favorecendo a atividade antimutagénica.

Nao obstante ¢ prematura a finalizagdo dos estudos
com respeito a atividade mutagénica e antimutagénica
do biopolimero bem como sua indicagdo ou contra-
indica¢do na quimioprotecdo. Faz-se necessarios estudos
bioquimicos que demonstrem melhor a estrutura do
polissacarideo em estudo e a sua interagdo com os agentes
indutores de danos ao DNA, a fim de se esclarecer como
realmente se efetiva a sua capacidade antimutagénica.
Necessita-se, também, de um melhor entendimento de
como este polissacarideo pode interagir com o DNA ou
com as enzimas envolvidas na replica¢do e no reparo do
mesmo. No entanto, este estudo mostra-se pioneiro na
determinagdo da agdo antimutagénica e quimiopreventiva
do biopolimero Agrobacterium radiobacter.
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