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Prolifera¢ao celular e quebras cromossémicas em células submetidas a
acao da Dolomita brasileira (Gran-White) in vitro

Ana Patricia Barros Cordeiro’
Lilia Maria Azevedo Moreira?

Resumo

A Dolomita brasileira (Gran-White) ¢ um suplemento alimentar mineral utilizado como coadjuvante na prevengio e
tratamento da osteoporose, com efeito no aumento da massa éssea. Esta investiga¢ao foi realizada com o objetivo de
analisar a a¢io da Dolomita Brasileira em células obtidas por cultura convencional de linfécitos quanto a ocorréncia de
aberragbes cromoss6micas, microntcleos e ao indice mitdtico, podendo contribuir para o conhecimento de aspectos
citogenéticos no processo de envelhecimento. Foi realizado estudo caso-controle em amostra composta por 2 grandes
longevos, 2 idosos mais jovens e 2 estudantes na faixa de 20-30 anos. O estudo iz vitro foi feito com aplicagio da
substincia em 3 concentragées diferentes (1,0mg, 3,0mg e 5,0mg), além de experimentos-controle histérico, negativo e
positivo (sem acréscimo de substincia, com Vitamina C e com ciclofosfamida, respectivamente). Em cada tratamento,
foram analisadas 50 células em microscopia éptica comum. Os resultados evidenciaram agio da Dolomita no aumento do
indice mitdtico nos experimentos realizados, em concentragdes correspondentes a administragio 772 vivo. A taxa espontinea
de micronucleos e as alteragdes cromossémicas tiveram aumento significativo nas diferentes dosagens da substancia nos
idosos, e em menor propor¢io nos individuos mais jovens. Os resultados obtidos evidenciam o efeito positivo do Gran
White na taxa de reproducio celular, podendo estar associado com as descri¢oes clinicas de aumento da massa dssea. Nao
foi verificado, entretanto, efeito protetor da substincia para agentes clastogénicos.

Palavras-chave: Envelhecimento. Osteoporose. Dolomita brasileira( Gran- White). Alteragoes cromossdmicas. Dolomita
brasileira(Gran-White)-Micronticleos.

INTRODUCAO

A osteoporose ¢ definida pela Organiza-
¢ao Mundial de Satide como uma enfermidade

Sabe-se que a genética desempenha um
papel fundamental na predisposi¢io a

metabdlica esquelética sistémica, caracterizada
por baixa massa dssea e deterioragio
microarquitetural do tecido ésseo (CAMPOS et
al., 2003). O processo de perda dssea é mais
comum em vértebras, pernas e quadril e pode
se iniciar precocemente, de forma silenciosa,
conduzindo 2 fragilidade do osso e ao aumento
do risco de fratura.

osteoporose (LANZILLOTTT et al., 2003).
Entretanto, a idade é o mais importante
determinante na diminui¢o da densidade 6s-
sea, que estd associada a diversos fatores como
raga, sexo, atividade fisica e a ingestdo inade-
quada de célcio por periodos prolongados
(LERNER et al., 2000). Junqueira (2001)

aponta que a freqiiéncia de fraturas aumenta
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exponencialmente com a idade, principalmen-
te apds os 70 anos, e Costa-Paiva e colaborado-
res (2003) mencionam que metade das fraturas
de fémur por osteoporose culmina em incapaci-
dade total ou parcial.

Dados do IBGE (Censo 2000) demons-
tram aumento da expectativa de vida da popu-
lagao brasileira, o que confere maior importin-
cia as pesquisas relacionadas a osteoporose, prin-
cipalmente por se tratar de uma enfermidade
que gera invalidez e custos elevados ao Estado.
Carvalho, Fonseca e Pedrosa (2004) constata-
ram que, no Brasil, a populagao propensa a de-
senvolver a osteoporose aumentou de 7,5 mi-
lhdes (1980) para 15 milhdes em 2000.

Mulheres sao mais suscetiveis a
osteoporose que os homens, e estima-se que uma
em cada duas mulheres apresentard uma fratura
osteopérica em algum momento da vida
(ZANETTE; STRINGARI; MACHADO,
2003). Novos estudos, entretanto, demonstram
que essa enfermidade vem sendo diagnosticada
cada vez mais em homens em todo o mundo
(RIBEIRO; SERAKIDES; NUNES, 2003).

Somente através da dieta o organismo
humano pode dispor de célcio em quantidade
minima para o completo crescimento e
maturagao dos ossos. Entretanto, estudos suge-
rem que a quantidade de cdlcio retido pelos os-
sos ¢ mais importante do que a consumida (SAL-
GADO, 2000). Uma adequada absor¢ao de cil-
cio necessita de um suprimento constante de
cdlcio dietético biodisponivel, além da Vitami-
na D, que ¢ obtida através da alimentagao, na
presenga da radia¢ao ultravioleta da luz solar. A
atividade fisica também ¢ necessdria para a aqui-
si¢gdo e a manuten¢io da massa Ossea.
(JUNQUEIRA; FONSECA; ALDRIGHI,
2001).

A Dolomita Brasileira, registrada com
o nome comercial de Gran-White (GW), é um
suplemento alimentar formado por 27 mine-
rais, principalmente Célcio e Magnésio, utili-
zado como coadjuvante na prevengio e trata-
mento da osteoporose, com aumento compro-
vado da massa éssea (LEV-RAN et al., 1998). E
encontrado em uma tnica mina, no municipio
de Iporanga, em Sio Paulo. Quimicamente,
trata-se de um carbonato duplo de Cilcio e
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Magnésio (Ca, Mg) CO3. Estudos realizados
no Weizmann Institute of Science, de Rehovot,
em Israel, sob a coordenagio do professor
Edelstein, indicaram efeito benéfico desse agente
no tratamento da osteoporose, por meio da
melhoria na condi¢io dos rins para produzir o
hormoénio Calcitriol — 1.25 (OH)2 D3 — que ¢
o metabdlito ativo da vitamina D e ajuda na
absor¢ao do Cdlcio pelos intestinos. As pesqui-
sas realizadas para investigar a forma de agao do
GW no corpo humano consistiram do acompa-
nhamento de pacientes com medigio de massa
dssea, sem, entretanto, avaliar o efeito genotéxico
ou modificagdes na taxa de reprodugio celular,
particularmente em idosos, nos quais o seu uso
¢ mais freqiiente. (EDELSTEIN et al., 2001)

De acordo com a Associagio Internacio-
nal de Gerontologia (PAULING, 1988), ¢ con-
siderado idoso o individuo com idade superior
a 65 anos. No Brasil, entretanto, conforme a
Lei n° 8.842 (BRASIL, 1994), regulamentada
pelo Decreto n° 1948 (BRASIL, 1996), ¢ atri-
buida ao idoso uma idade igual ou superior a
60 anos. Pessoas com mais de 80 anos sio con-
sideradas muito idosas ou grandes longevos.
Ocorrem ainda individuos centendrios, com fre-
qiiéncia mais reduzida, cerca de dois ou trés por
cem mil habitantes. (HAYFLICK, 1996)

Franceschi e colaboradores (1992) obser-
vam que danos no DNA sio acumulados de
modo continuo durante a vida, esperando-se que
uma grande variedade de alteragdes
cromossdmicas alcance seu auge em células de
individuos grandes longevos. Jacobs et al. (1963)
demonstraram alta proporg¢ao de células
aneupldides em culturas de linfécitos de pesso-
as idosas. Guttenbach, Schakowski e Schmid
(1994) corroboram esses dados e excluem a eli-
mina¢io dos cromossomos sexuais em
microntcleos espontineos. Francheschi e cola-
boradores (1992) sugerem, entretanto, que o0s
centendrios formam um grupo selecionado, que
escapa da maioria das doencas da velhice, apre-
sentando freqiiéncia de danos
cromossdmicos, como conseqiiéncia de eficien-
tes mecanismos antimutagénicos.

Alteracoes cromossdmicas espontineas, no
processo de envelhecimento, podem ser avaliadas
com a utilizagdo de uma variedade de técnicas

baixa



citogenéticas, incluindo-se o uso de substincias
que causam danos no DNA. O nimero de que-
bras observadas por células é proporcional a sensi-
bilidade individual, e essa reagio a substincias
genotdxicas pode aumentar com a idade, contri-
buindo, assim, para a aceleragao do processo de
envelhecimento.

A presente investigagao teve como objetivo
principal analisar a agdo do Gran White no au-
mento da taxa de divisao celular em células obti-
das por cultura convencional de linfécitos. Foi tam-
bém estudada a ocorréncia de aberragaes
cromossdmicas e micronticleos em individuos de
diferentes faixas etdrias, o que pode, assim, contri-
buir para o conhecimento de alteragaes
citogenéticas no processo de envelhecimento.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizagao dos experimentos

Para os experimentos, foram tomadas
amostras de sangue periférico de seis individu-
os, sendo dois longevos (> 80 anos), dois idosos
(entre 65 e 79 anos) e o mesmo numero de jo-
vens (20 a 30 anos) com réplicas.

Testes citogenéticos

As células foram obtidas pela técnica de
cultura  convencional de linfécitos
(MOORHEAD et al., 1960). As amostras de
sangue foram incubadas com trés concentragoes
de Gran White (1,0mg, 3,0mg e 5,0mg), a 37°C.
As quantidades foram calculadas de acordo com
a administragao in vive (3,0g didrias para pre-
vengdo e 5,0g para tratamento da osteoporose),
e os tratamentos foram feitos 5 horas antes do
infcio da colheita. Em cada sistema, foram rea-
lizados experimentos-controle (histérico, sem
substincias; negativo, com Vitamina C; e posi-
tivo, com o agente radiomimétrico
ciclosfofamida) em cada grupo amostral. O tra-
tamento com a Vitamina C e com a
ciclofosfamida foi feito 5 horas antes do inicio
da colheita.

Anilise das células

A identificagao de alteragdes cromos-
somicas foi feita de acordo com os critérios clds-
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sicos de Evans (1970), considerando as altera-
¢oes cromatidicas (quebras e gaps cromatidicos)
e alteragoes na morfologia dos cromossomos (in-
versdes, anéis, dicéntricos, policéntricos e
translocagoes). Todos os resultados foram orde-
nados em fichas de anilises.

Na andlise de microntcleos, foram
adotados os critérios de Guttenbach, Schakowski
e Schmid (1994), que consideram essa estrutu-
ra como uma pequena massa nuclear delimita-
da por membrana e separada do nicleo princi-
pal, nio ultrapassando 1/3 do seu tamanho.

Foram consideradas outras aberragoes
nucleares, de acordo com os critérios de Tolbert,
Shy e Allen (1991, 1992): células binucleadas
(com dois ndcleos dentro de cada célila) e
broken-egg (ntcleos que apresentam banda
feulgen-negativa).

A andlise cromossémica foi conduzida em
microscépio 6ptico comum, com objetiva de
imersio (100 X). Para a detec¢ao de alteragbes
cromossomicas, foram analisadas 50 células de
cada tratamento, perfazendo 300 células por
sistema. O Indice Mitético foi calculado com a
andlise de 1000 células para cada tratamento.
O Teste do Micronucleo foi também realizado,
com observa¢iao em microscépio éptico comum,
com objetiva de 40X. De cada tratamento fo-
ram observadas 3.000 células, verificando-se a
presenca ou nao de microntcleos.

Anilise estatistica

A anilise estatistica dos tratamentos foi
aplicada segundo o teste de probabilidade de
Friedman (RODRIGUES, 2002), adotando-se
significAncia de 5% e considerando-se o total
de células.

RESULTADOS

Nos grandes longevos, ¢ principalmente
nos idosos, observou-se um aumento significa-
tivo do indice mitético, em relagio aos trata-
mentos-controle, nas diferentes concentracoes
da Dolomita. O aumento da taxa de divisao ce-
lular em decorréncia do tratamento 7z vitro do
Gran White nao ocorreu, entretanto, no experi-
mento com individuos jovens (Figura 1).
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Indice Mitético
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T
Controle cr CN GW GW GW

1,0Mg 3,0Mg 5,0Mg
Tratamento
—«&— Jovens —— Idosos —A— Longevos

Figura 1 - Indice Mitético das diferentes amostras
estudadas

Notas: Controle — sem acréscimo de substincia
CP — Controle Positivo (Ciclofosfamida)
CN - Controle Negativo (Vitamina C)
GW — Gran White

No grupo dos idosos, observou-se aumen-
to na taxa de micronucleos em todos os trata-
mentos, enquanto que, nos longevos, foi
verificada a redu¢ao no nimero de microntcleos
na concentragao de 3mg de GW, quando com-
parada ao experimento controle negativo. Nos
individuos jovens, entretanto, foi observado au-
mento de microndcleos nessa concentragao (Fi-

gura 2).
100

§ 80 A

E @ :}/‘\A——A \

5 KN
: (w\k

T
Controle Ccp CN GW GW GW

1,0Mg 3,0Mg 5,0Mg
Tratamento
—&— Jovens —— Idosos —— Longevos

Figura 2 - Ndmero de Microndcleos nas diferentes amos-

tras estudadas
Notas : Controle — sem acréscimo de substancia

CP — Controle Positivo (Ciclofosfamida)
CN - Controle Negativo (Vitamina C)

GW — Gran White

Além de microntcleos, a andlise da
morfologia do niicleo revelou a presenga de célu-
las binucleadas e broto nuclear nos trés sistemas
estudados (Figura 2; Figura 4). Segundo Tolbert,
Shy e Allen (1992), células binucleadas nao indi-
cam diretamente alterages no material genético,
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mas sua ocorréncia pode estar relacionada com
retardo no processo de divisao celular. As conse-
qiiéncias da presen¢a de células binucleadas sao
ainda desconhecidas.

Nimero de células
anormais
=
y

Controle CpP CN GW 1,0Mg GW3,0Mg  GW 5,0Mg
Tratamento
—@— Jovens —— Idosos —&— Longevos

Figura 3 - Total de células anormais nas trés amostras estuda-

das
Controle — sem acréscimo de substincia
CP — Controle Positivo (Ciclofosfamida)
CN - Controle Negativo (Vitamina C)

GW — Gran White

Notas :

A andlise estatistica revelou nio haver di-
ferengas significativas (p<0,05) no total de aber-
ragoes cromossomicas (c’=9,71), de micrond-
cleos (c?=4,57) e no indice mitético (c?=2,62)
entre os diferentes tratamentos, independente-
mente do grupo estudado.

A andlise do efeito clastogénico (quebras)
revelou células portadoras de alteracoes
cromossomicas e cromatidicas nos trés grupos es-
tudados, tendo os longevos apresentado o maior
nimero de células anormais em todos os trata-
mentos (Figura 3; Figura 5). Além disso, somente
esse grupo apresentou trocas cromatidicas. Nos
demais grupos, apenas as células tratadas com
Gran White na concentragao de 5Smg, nos idosos,
apresentaram valores maiores de rearranjos
Cromossdmicos.

DISCUSSAO

Hayflick e Moorhead (1961) afirmam que
as células dipléides humanas apresentam um
ntmero de divisoes limitadas. Entretanto, os
resultados obtidos no presente estudo evidenci-
aram a¢ao do Gran White no aumento do indice
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Figura 4 - Alteragbes nucleares observadas em linfécitos

tratados com Gran White.

Notas: A - Micronucleo
B - Célula binucleada
C - Célula com formagio de broto

W

Figura 5 - Alteragoes cromossdmicas observadas em células

tratadas com Gran White.
Notas: A - Cromossomo dicéntrico

B - Cromossomo em anel.
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mitdtico nos idosos e longevos, nas trés concen-
tragoes da substincia testada.

A taxa espontinea de microntcleos reve-
lou-se aumentada nas diferentes dosagens da
substincia nos idosos, o que corrobora a inves-
tigacio de Guttenbach, Schakowski e Schmid
(1994), que demonstra um aumento na fre-
qiiéncia de microndcleos em idosos com mais
de 70 anos. O mesmo nio foi, entretanto, ob-
servado entre os grandes longevos, que nao apre-
sentaram altera¢bes na taxa de microntcleos na
maioria das concentragoes estudadas. Uma pos-
sivel explicagio para o ocorrido ¢ que essas alte-
ragbes estariam relacionadas ao fendmeno da
morte celular programada ou apoptose, que es-
taria atuando eficientemente nos grandes
longevos, eliminando, assim, as células
danificadas (WARNER; HODES; POCINKI,
1997).

Entre os trés sistemas estudados, especi-
almente nas células dos idosos, a andlise
citogenética das alteragbes citogenéticas revelou
o maior nimero de células anormais para todos
os tratamentos no grupo dos longevos, corrobo-
rando as teorias atuais que afirmam ser espera-
do um acdmulo crescente de erros
cromossdémicos no processo do envelhecimento
(FRANCESCHI et al., 1992). Os cromossomos
dicéntricos, rearranjos instdveis, verificados em
frequéncia aumentada em outros estudos
citogenéticos em idosos (PATRICIO;
MOREIRA, 2003), constitufram as altera¢oes
estruturais mais freqiientes.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta investigacao
evidenciam o efeito do Gran White no aumento
da taxa de reproducio celular, podendo estar
associado ao efeito clinico de aumento da massa
4ssea em individuos submetidos a esse tratamen-
to. Nao foi, entretanto, verificado efeito
anticlastogénico dessa substincia, que pudesse
indicar agdo protetora de eventuais danos
cromossdmicos estruturais.
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Cellular proliferation and structural cromosomal aberrations in cells submitted
to the action of Brazilian dolomita (Gran-White) in vitro

Abstract

The Brazilian dolomite (Gran White) is a mineral alimentary supplement used as adjuvant in the
prevention and treatment of the osteoporosis, because it increases the bone mass. This investigation was
accomplished with the purpose of analyzing Brazilian dolomite action in cells obtained by conventional
culture of lymphocytes with relationship to the occurrence of chromosomal aberrations, micronuclei and to
the mitotic index. Study of case-control was made in composed sample by 2 elders, 2 younger seniors and 2
students in the 20-30 year-old group. The study in vitro was accomplished with application of the substance
in 3 different concentrations (1,0mg, 3,0mg and 5,0mg), besides the historical, negative and positive
controls (without substance increment, with Vitamine C and with ciclofosfomide, respectively). In each
treatment 50 cells were analyzed in common optical microscope. The results showed action of dolomite in
the increase of the mitotic index on the experiments, in concentrations corresponding to the administration
in vivo. However, the spontaneous rate of micronuclei and the chromosomal changes had significant increase
in the different doses of the substance in seniors, and a smaller proportion in the youngest. The obtained
results show the positive effect of Gran White in the rate of cellular reproduction, agreeing with clinical
descriptions of increase of the bone mass. However, it could not be attributed to the substance a protecting
effect against clastogenic agents.

Keywords: Aging. Osteoporosis. Brazilian Dolomite (Gran-White). Chromosoma aberrations. Brazilian
Dolomite (Gran-White) - Micronuclei.
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