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RESUMO

A Cacti-Nea™, um desidratado de extrato aquoso dos frutos da Cactaceae Opuntia
flcus indica, € um nutracéutico com propriedades diuréticas e antioxidantes, especialmente
indicado para o controle de peso corpéreo e protecdo celular contra danos oxidativos
ocasionados por radicais livres. Diante do alto consumo e das poucas informacoes de
toxicidade do produto, este estudo teve como objetivo avaliar, as atividades antimicrobiana,
antioxidante e toxicogenética, assim como realizar testes de controle de qualidade do
nutracéutico. A atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de difusdo em discos, a
atividade antioxidante pelas taxas de viabilidade de leveduras e as técnicas de controle de
gualidade pelas metodologias preconizadas pela Farmacopeia Brasileira. A avaliacdo dos
efeitos citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos foi feita pelo ensaio de aberragbes
cromossdmicas e do micronucleo em células meristematicas de A. cepa. A partir do cultivo
celular HepG2, foram realizados os ensaios de MTT, ensaio cometa, ensaio do micronucleo
com bloqueio de citocinese, indice de Proliferacdo com Bloqueio de Citocinese (IPBC) e
estresse oxidativo (SOD, GST, GSH e TBARS). Os resultados indicam que a concentracao
de 0,008 g/mL de Cacti-Nea™ apresentou agéo antimicrobiana eficiente para Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Staphylococcus aureus e nula para
Aspergillus brasileiensis e Propionibacterium sp, sendo que a concentragao de 0,008 g/mL
foi a mais efetiva para esta acdo. O controle de qualidade fisico-quimico e microbiologico
apresentaram resultados dentro do preconizado pelo fabricante e pela Farmacopéia
Brasileira. Os achados fitoquimicos indicam presenca de flavonoides, saponinas e taninos,
614,4 mg de polifenois totais e atividade antioxidante para todas as concentracdes
avaliadas. Diversas concentragfes apresentaram inibicdo na germinacéo das sementes de
A. cepa. As concentragdes 0,008; 0,006; 0,004 e 0,002 g/mL apresentaram diminuigcdo na
divisao celular. Somente a concentracdo de 0,002 g/mL apresentou potencial mutagénico,
dado corroborado pela avaliacdo de danos nas células F1 deste organismo - teste. Os
resultados com a linhagem celular HepG2 indicam que as concentragcdes avaliadas nao
apresentaram potencial genotdéxico e mutagénico, porém as concentracdes avaliadas
mostraram um padrédo dose-dependente para as concentracdes de betalainas e diminuicao
da proliferacéo celular. As concentracdes estudadas nao apresentaram dano derivado do
estresse oxidativo, contudo observou-se um aumento da concentracdo do sistema
enzimatico GST, indicando a provavel via metabdlica do nutracéutico. Infere-se que 0s
dados obtidos indicam um potencial efeito anticarcinogénico para este nutracéutico.Os
estudos realizados com a Cacti-Nea™ evidenciaram potenciais terapéuticos para este
nutracéutico, indicando que ele pode ser utilizado tanto na reversédo de processo de alta
proliferacdo celular (como tumores benignos e malignos), quanto como agentes
antimicrobianos e antioxidantes. Contudo, para a comprovac¢do destas acbes, ha
necessidade de realizacdo de mais estudos com esse nutracéutico, tanto em testes in vivo
como in vitro, pois ha evidéncias também que esse produto altera os niveis de uma
importante enzima envolvida na metabolizacdo de xenobiontes (GST).

Palavras-chave: Opuntia ficus indica, genotoxicidade, mutagenicidade, alimento

funcional, qualidade.



ABSTRACT

Cacti-Nea ™, a dehydrated aqueous extract of fruits of Cactaceae Opuntia ficus
indica, is a nutraceutical with diuretic and antioxidant properties, especially indicated for the
control of corporal weight and cellular protection against oxidative damages caused by free
radicals. In view of the high consumption and the low toxicity information of the product, this
study aimed to evaluate, antimicrobial, antioxidant and toxicogenic activities, besides
perform nutraceutical quality control tests. The antimicrobial activity was performed by disc
diffusion technique, antioxidant activity by yeast viability rates and quality control techniques
by the methods recommended by the Brazilian Pharmacopoeia. The evaluation of the
cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects was carried out by the chromosomal and
micronucleus aberrations assay in meristematic cells of A. cepa. From the HepG2 cell
culture, MTT assay, comet assay, micronucleus assay with cytokinesis block, Cytokinesis
Block Proliferation Index and oxidative stress (SOD, GST, GSH and TBARS) were
performed. The results indicate that the concentration of 0.008 g/mL of Cacti-Nea ™
presented an efficient antimicrobial action for Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans and Staphylococcus aureus and zero for Aspergillus
brasileiensis and Propionibacterium sp. The physical-chemical and microbiological quality
control presented results within the recommended by the Brazilian manufacturer and
Pharmacopoeia. The phytochemical findings indicate the presence of flavonoids, saponins
and tannins, 614.4 mg of total polyphenols and antioxidant activity for all the concentrations
evaluated. Several concentrations showed inhibition in the germination of A. cepa seeds.
The concentrations 0.008; 0.006; 0.004 and 0.002 g/mL showed decrease in cell division.
Only the concentration of 0.002 g / mL showed mutagenic potential, as corroborated by the
evaluation of F1 cell damage in this test organism. The results with the HepG2 cell line
indicated that the concentrations evaluated did not present genotoxic and mutagenic
potential, but the concentrations evaluated showed a dose-dependent pattern for betalain
concentrations and decreased cell proliferation. The concentrations studied did not present
damage derived from oxidative stress, however an increase in the concentration of the GST
enzymatic system was observed, indicating the probable metabolic pathway of the
nutraceutical. It is inferred that the data obtained indicate a potential anticarcinogenic effect
for this nutraceutical. The studies carried out with Cacti-Nea™ showed therapeutic
potentials for this nutraceuticals, indicating that it can be used both in the reversion of the
process of high cell proliferation (such as benign tumors and malignant), as well as
antimicrobial agents and antioxidants. However, to prove these actions, there is a need for
further studies with this nutraceutical, both in in vivo and in vitro tests, as there is evidence
that this product alters the levels of an important enzyme involved in the metabolism of
xenobionts (GST).

Key words: Opuntia ficus indica, genotoxicity, mutagenicity, functional food, quality.
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Shtrodugio

1 INTRODUCAO

Alimentos funcionais e nutracéuticos tém despertado a atencdo tanto dos
profissionais da &rea de saude como da populagdo em geral, pelo potencial terapéutico
que apresentam. Neste contexto, frutos de algumas espécies de cactos mostram-se
candidatos promissores para este fim, devido a composicéo, principalmente, de minerais,

fibras e compostos antioxidantes que possuem (PATEL, 2013).

Os nutracéuticos podem ser definidos como produtos elaborados a partir de um
alimento, porém vendidos em formulacfes farmacéuticas, que apresentam beneficios
contra diversas patologias (MAZZA, 2000, HUNGENHOLTZ; SMID, 2002). Tais produtos
podem variar de nutrientes isolados, suplementos dietéticos, alimentos geneticamente

modificados, alimentos funcionais e até espécies vegetais (ANUNCIATO, 2011).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgao regulador
e fiscalizador de medicamentos, cosmeéticos e alimentos, inclui os nutracéuticos na
categoria de alimentos com propriedades funcionais. De acordo com as Resolugdes n°
18 e 19 de 1999, a “propriedade funcional” de um alimento esta relacionada ao seu efeito
sobre o metabolismo e fisiologia, sendo ele nutriente ou ndo, por interferir no
crescimento, desenvolvimento, manutencdo e/ou em outras funcdes normais do
organismo humano. J& o termo “propriedade de saude” de um agente esta relacionado
com uma propriedade que afirma, sugere ou implica a existéncia de uma relagéo entre o
alimento, ou ingrediente, com uma doenca ou com uma condicao especifica relacionada
a saude (BRASIL, 1999).

Devido a esta legislagdo muito ampla, existem dificuldades na regulamentacéo
destes termos, pois ndo existe uma caracterizacdo que defina os produtos que séo
consumidos como alimentos (funcionais), daqueles consumidos como componente
isolados, que sao vendidos na forma de barra, capsula ou p6 (nutracéuticos). De acodo
com Pimentel et al.(2005) e Colla e Moraes (2006), a diferenciacdo entre essas duas
categorias seria de extrema importancia para o estabelecimento de limites de consumo

de tais compostos.

Diversas espécies vegetais tém sido estudadas para se avaliar e comprovar as

suas propriedades como nutracéutico. A espécie Opuntia ficus indica, uma planta da
15
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familia Cactaceae de origem mexicana, popularmente conhecida como figueira da india,
é utilizada como alimento e também na medicina popular (STINTZING; CARLE, 2005;
MILLER, 2007; LEO et al., 2010). Por ser uma planta de regido tropical ou subtropical, &
encontrada em regifes aridas e semiaridas da Américas Central e Sul, Australia, Africa
do Sul e paises Mediterraneos (LEO et al., 2010), sendo altamente adaptada a esses
ambiente xeromoérficos (BARBERA, INGLESE e PIMIENTA, 1999; GALATI et al., 2001,
ENNOURI et al., 2006).

O uso de seus frutos € indicado, na medicina popular, para a reducédo dos niveis
de colesterol e pressao arterial; dores reumaticas e musculares; tratamentos de Ulceras,
fadiga, debilidade hepatica, afeccdes orais, psoriase, edema, conjuntivites; atividade
cicatrizante e anti-inflamatoéria, além de também serem usados em formulacfes
cosmeéticas e na fabricacdo de racdo animal (GALATI et al., 2001; VALENTE, et al.,
2010).

Ao utilizar alimentos funcionais e nutracéuticos para prevencgao e/ou tratamento,
sd0 necessarios estudos que certifiguem os efeitos terapéutico dos mesmos. Nesse
aspecto, sdo necessarios requisitos que garantam a autenticidade da espécie vegetal
utilizada, como a identificacdo correta da espécie, além da pureza do material, do tipo
de plantio e colheita, a avaliagcdo de seus principios ativos, o preparo do produto a ser
consumido e como ele sera comercializado. Também devem ser considerados diversos
fatores que garantam a qualidade desse material vegetal, como os seus aspectos fisicos,
qguimicos, fisico-quimicos e microbiolégicos. Para garantir a qualidade, é importante
obedecer as especificacbes estabelecidas nas Farmacopeias, Cdédigos Oficiais e
Literaturas cientificas (ZARONI et al., 2004; MIGLIATO et al., 2007; MICHELIN et al.,

2010).

A empresa francesa Bio Serae Laboratories desenvolveu, a partir dos frutos de
Opuntia ficus indica, um nutracéutico denominado Cacti-Nea™ que apresenta
propriedades diuréticas e antioxidantes, especialmente indicado para o controle de peso
corporeo e protecao celular contra danos oxidativos ocasionados por espécies reativas,
gue pode ser consumido em capsulas ou em sachés (GALENA, 2006). Este nutracéutico

€ caracterizado como um desidratado de extrato aquoso de frutos de Opuntia ficus indica,

16
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cujo processo de obtencdo do pO preserva as caracteristicas nutricionais e as
propriedades funcionais do fruto (BISSON et al., 2010).

Como ja citado, inUmeras espécies vegetais sao utilizadas na prevencdo e no
combate a doencas, embora sejam escassos 0s estudos que comprovem a seguranca
de utilizacdo das mesmas, principalmente em usos sub-crénicos e crénicos. Diversos
autores ja evidenciaram acodes citotdxicas e genotoxicas de compostos vegetais, que
podem estar associadas ao desenvolvimento de tumores (AMES, 1983; ELGORASHI et
al., 2003; SIMOES et al., 2007).

O sistema-teste Allium cepa é recomendado para avaliag6es toxicoldgicas e tem
sido validado pela Organizacao Mundial da Saude (OMS), pelo Programa Ambiental das
Nacdes Unidas (UNEP) e pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) (MAURO et al., 2014). O referido bioindicador é utilizado e aceito para o estudo
da toxicidade de plantas medicinais, sendo as alteracdes no ciclo celular e as alteracdes
cromossOmicas das células de meristemas radiculares, as mais indicadas pra avaliar os
efeitos adversos e alertar a populagéo sobre a seguranca de consumo de certos produtos
(VICENTINI et al., 2001).

As mutacdes no DNA tém provocado diversas doencas, dentre as quais pode-se
citar as degenerativas e o cancer. Tais alteragcdes podem ser induzidas por diversos
fatores, entre eles os compostos presentes nos alimentos ou em suplementos
alimentares (DE ALMEIDA et al., 2005).

Diversos xenobidticos sdo metabolizados pelo figado, originando metabdlitos
potencialmente reativos com a molécula do DNA. O uso de ensaios desenvolvidos com
linhagens celulares portadoras de enzimas metabolizadoras enddgenas se caracterizam
em eficientes indicadores de efeitos danosos que esses compostos possam
desencadear nos organismos. A linhagem celular de hepatoma humano (HepG2) se
caracteriza como um material biologico promissor para este proposito, pois essas células
possuem enzimas de fase | e Il, imprescindiveis para ativacdo e detoxificacdo de
compostos toxicos (UHL; HELMA; KNASMULLER, 2000).

Para avaliar o potencial de agdo de agentes clastogénicos (indutores de quebras

cromossOmicas) e aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacao cromossoémica
17
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anormal), € indicado o uso do ensaio de micronucleo (MN). O ensaio do MN em células
mantidas em cultura é internacionalmente aceito como parte dos testes recomendados
para a avaliagdo do potencial mutagénico de um composto e para o registro de novos
produtos quimicos, que entram anualmente no mercado mundial (SBMCTA, 2004).
Contudo, esse ensaio deve ser aplicado ndo so6 para os produtos derivados da inddstria
quimica, mas também para alguns vegetais que possuem compostos com potencial
mutagénico. Por isso, 0s vegetais usados para fins terapéuticos também devem passar
por testes credenciados e eficazes para detectar os seus possiveis efeitos mutagénicos,
como o teste do MN e do cometa (DE ALMEIDA et al., 2005).

Uma outra andlise que vem sendo indicada para avaliar efeitos de compostos
quimicos de diversas origens é a de estresse oxidativo (EO). O estresse oxidativo é
definido como processo onde a formacdo de espécies reativas (ERs) excede,
significativamente, a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do organismo (SIES,
1985), tendo como consequéncia o aumento de danos nas suas biomoléculas (DNA,
lipidios, proteinas). Tais danos, quando ndo corrigidos, comprometem o funcionamento
da célula, contribuindo para os processos de envelhecimento, morte celular por apoptose
ou necrose e desenvolvimento de doencas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006;
MARQUES; MARREIRO, 2006).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

A proposta deste estudo foi avaliar o potencial toxigenético, antioxidante, e
antimicrobiano, bem como a qualidade fisico-quimica e microbiolégica do
nutracéutico Cacti-Nea™, utilizando diferentes bioensaios realizados com diferentes

organismos testes.
2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a qualidade fisico-quimica e microbiologica do nutracéutico, por meio de

ensaios padronizados pela da farmacopeia brasileira;

e Realizar ensaios fitoquimicos, para caracterizacdo da composicdo quimica do

nutracéutico Cacti-Nea™:;

e Avaliar a atividade antioxidante do nutracéutico Cacti-Nea™, por meio dos
ensaios com DPPH e de viabilidade celular, realizado com a leveduras

Saccharomyces cerevisiae;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do nutracéutico Cacti-Nea™, pela técnica de

difusé@o de disco realizado com diversas espécies de bactérias e fungos;

e Avaliar o potencial téxico, citotoxico, genotdxico e mutagénico do nutracéutico

Cacti-Nea™, por meio de testes realizados com o organismo Allium cepa;

e Avaliar o potencial téxico, citotoxico, genotéxico e mutagénico do nutracéutico
Cacti-Nea™, por meio do ensaio realizados com a linhagem celular humana
HepG2;

e Verificar o potencial do risco de inducdo de estresse oxidativo pela Cacti-Nea™,

por meio de ensaios realizados com a linhagem celular humana HepG2.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Alimento funcional

A definicdo de alimentos funcionais surgiu na década de 80 no Jap&o, por um programa
do governo que teve como objetivo o desenvolvimento de novos alimentos saudaveis,
voltado a populacédo que envelhecia e ao aumento da expectativa de vida daquele pais
(ARAI, 1996; HASLER, 2002; ARAY; LUTZ, 2003; SOUZA, 2008). Porém, a preocupacao
de grande parte da populagdo humana, hoje, é quanto a ingestdo de alimentos que
contenham todos os nutrientes necessarios a saude e que, consequentemente, oferecam
um bem-estar fisico e equilibrio emocional, além de previnir distirbios da saude e auxiliar

no tratamento de doencas (MORAES; COLLA, 2008).

Algumas instituices internacionais ligadas a area da saude definem “alimentos
funcionais” como alimentos que fazem parte da nutricdo basica de uma populagéao, mas,
por apresentarem substancias biologicamente ativas, também proporcionam beneficios
adicionais a saude de seus consumidores (HASLER et al., 2004). No Brasil, o setor de
alimentos é regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saude (http://www.anvisa.gov.br/), embora outros 6rgdos publicos como Ministério da
Agricultura (http://www.agricultura.gov.br/), também possuam regulamentos para este
setor. A portaria n°398 de 30/04/99, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Salde do Brasil (BRASIL, 1999b) define como alimento funcional “Todo alimento ou
ingrediente que, além das fun¢des nutricionais basicas, quando consumido como parte da
dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a saude,

devendo ser seguro para consumo sem supervisao medica”.

As diretrizes estabelecidas para a classe de alimentos funcionais determinam que 0s
mesmos devem atuar sobre o processo fisiolégico do crescimento, desenvolvimento e
funcdes do organismo e/ou manter a saude geral e reduzir riscos de doencas ao seu
consumidor (MORAES; COLLA, 2008).

Aléem dos alimentos naturais, que apresentam compostos bioativos, os que foram
modificados, enriquecidos com nutrientes ou aumentados com fitoquimicos, também se
enquadram no ambito dos funcionais. Alguns autores observaram que os alimentos
funcionais apresentam capacidade de regular fungbes corporais, de forma a auxiliar na

protecdo contra doencas como hipertensdo, diabetes, céancer, osteoporose e
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coronariopatias (SOUZA, et al., 2003; MORAES e COLLA, 2006) e de reduzir riscos de
doencas cronico-degenerativas (ANJO, 2004; WALZEM, 2004).

A Resolucgao da Diretoria Colegiada/ANVISA (RDC) n°® 2/2002 estabelece as diretrizes
a serem adotadas para a avaliacdo de seguranca, registro e comercializacdo de
substancias bioativas e probidticos isolados com alegacao de propriedades funcionais e ou
de saude, apresentadas como formas farmacéuticas de cpsulas, comprimidos, tabletes,
pos, granulados, pastilhas, suspensdes e solugdes. Os produtos bioativos sao classificados
em carotenoides, fitoesterdis, flavonoides, fosfolipideos, organossulfurados, polifenois e
probidticos. Os alimentos novos e novos ingredientes importados ou produzidos no Brasil,
devem ser registrados, obrigatoriamente, junto a ANVISA. Mesmo para os produtos de
origem animal, de competéncia do Ministério da Agricultura, o processo referente a
comprovacdo das alegacfes funcionais deve ser encaminhado, pelo referido Ministério,
para a analise da ANVISA (BRASIL, 2002).

A aprovacdo das solicitagbes que afirmam ou sugerem a existéncia de uma relacdo
positiva entre o consumo de determinado alimento ou seu constituinte e a salde, deve estar
vinculada ao atendimento das diretrizes basicas que comprovem as propriedades
funcionais ou de saude estabelecidas na Resolucédo n. 231, de 03 de dezembro de 1999.
Além da seguranca do alimento, as diretrizes também estabelece que as solicitacdes sejam
comprovadas cientificamente que n&o induzam nenhum engano ao consumidor (BRASIL,
1999a). A comprovacao da alegacao de propriedades funcionais e ou de saude deve ainda
ser conduzida com base em consumo previsto ou recomendado pelo fabricante; finalidade,
condicdo de uso e valor nutricional, quando for o caso, e evidéncias cientificas. Sao
aplicaveis como evidéncias cientificas a composicdo quimica, sem caracterizacdo
molecular ou formulacdo do produto; resultados de ensaios bioquimicos, nutricionais e/ou
fisiologicos e/ou toxicoldgicos, avaliados em testes com animais de experimentacao;
estudos epidemiolégicos; ensaios clinicos; evidéncias abrangentes da literatura cientifica,
comprovacOes registradas por organizacOes internacionais de saude e por legislacao
internacionalmente reconhecida; e comprovacdo de auséncia de efeitos prejudiciais a

saude, quando consumido, tradicionalmente, pela populacdo (BRASIL, 1999b).
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3.2 Nutracéutico

Os habitos alimentares, bem como o estilo de vida mundial, apés a globalizacéo,
expbem o homem a uma gama de fatores de risco a doengas cronicas nao transmissiveis
(DCNT). Dentre esses fatores de risco estd o consumo de dietas desequilibradas (alto
consumo de gorduras saturadas e gorduras trans, bem como de acucares simples), além
de uma vida estressante e sedentaria, que pode agravar as condicbes de saude, se
associada ao tabagismo e etilismo. Isso leva a uma mudanca no perfil epidemiol6gico dos
paises, onde se observa um numero crescente de doencas como a obesidade, diabetes,
hipertensédo, doencas cardiovasculares aterotromboticas, osteoporose e varios tipos de
canceres. Todo esse quadro de agravamento a saude, tem levado a populacédo buscar por
tramentos ndo convencionais, como 0s baseados nos nutracéuticos (WHO, 2003).

Os nutracéuticos sao ricos em compostos fitoquimicos, que podem ser definidos como
compostos derivados do metabolismo secundarios dos vegetais, encontrados em frutas e
hortalicas, que podem ser ingeridos diariamente e apresentar potencial para modificar o
metabolismo de maneira favoravel a prevencdo de diversas patologias (AMERICAN
DIETETIC ASSOCIATION, 2004).

Considerando que a legislacdo brasileira ndo apresenta descricbes especificas para
nutracéuticos e alimentos funcionais, torna-se dificil estabelecer uma regulamentacédo
consistente para os produtos comercializados como nutracéuticos (MILNER, 2004). De
acordo com alguns autores (PIMENTEL et al.; 2005, COLLA; MORAES, 2006), o
estabelecimento de padrdes especificos de qualidade, seguranca e eficacia para este tipo
de composto seria de extrema importancia, pois padronizaria limites de seu consumo.
Devido a isso, é de extrema importancia que sejam revistas as recomendacdes diarias dos
nutracéuticos, pois o consumo exacerbado de qualquer composto bioativo pode provocar
efeitos adversos ao consumidor. Uma outra preocupacdo seria também quanto aos
segmentos mais vulneraveis da sociedade (MILNER, 2004), tais como 0s idosos, gestantes

e lactantes, criangas e imunodeprimidos.

De acordo com Andlauer e Furts (2002), os nutracéuticos podem ser classificados como
compostos ricos em fibras dietéticas, acidos graxos poli-insaturados, proteinas, peptidios,
aminoacidos ou cetoacidos, minerais, vitaminas e outros compostos antioxidantes. Outro

aspecto que deve ser considerado, quanto a diferenciacédo dos nutracéuticos e alimentos
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funcionais, € que no grupo dos nutracéuticos estéo incluidos os suplementos dietéticos e
outros tipos de alimentos, enquanto que os alimentos funcionais sao apresentados na forma
de um alimento comum (KWAK; JUKES, 2001).

3.3 Opuntia ficus indica

As espécies vegetais pertencentes a familia Cactaceae possuem distribuicdo
neotropical, no qual se incluem cerca de 100 génERs e 1500 espécies, havendo, contudo,
pouco consenso sobre a caracterizacdo de génERs e espécies desta familia (SOUZA,
LORENZI, 2008).

O. ficus indica pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliapsida, ordem
Caryophyllales, familia Cactaceae e género Opuntia (NATURDATA, 2009-2016; USDA,
2016). Essa espécie, popularmente conhecida como figueira da india ou palma-forrageira,
€ uma planta perene, de habito rasteiro a arbustivo, suculenta e ramificada, formada por
uma seérie de caules carnosos, onde se instalam as flores e os frutos (GONZALEZ;
JARABO, 1990). Seus frutos séo doces, suculentos e comestiveis, com morfologia variavel
em tamanho (5-10 cm de comprimento e 8-10cm de largura), forma (ovoide, redonda,
eliptica e oblonga) e cor (amarelo-esverdeada, amarelos, laranja, vermelha, parpura ou
verdes), apresentam casca fina, grande quantidade de polpa (LEUENBERGER, 1991) e

pericarpo duro, onde se encontram pequenos espinhos (SAENZ, 2006) (Figura 1).

Esta planta € natural do México, mas se difundiu por toda a América Central, América
do Sul, Africa do Sul e Mediterraneo (LEO et al., 2010), sendo hoje utilizada tanto como
alimento quanto na medicina popular (STINTZING; CARLE, 2005; MILLER, 2007; LEO et
al., 2010).
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Figura 1: Aspectos morfolégicos de Opuntia ficus indica. A. planta e flor; B. Frutos; C. Variagdo

da polpa do fruto. Fonte !

Os frutos do género Opuntia, popularmente conhecidos como fruto nopal, figo da india
e maca cacto (PATEL, 2013), s&o indicados para reduzir os niveis de colesterol, diminuir a
pressdo arterial, aliviar dores reumaticas, para tratamento de Ulceras, fadiga, debilidade
hepética, afeccbes orais, psoriase, edema, dores musculares, conjuntivites, e ainda
possuem atividade cicatrizante e anti-inflamatéria, além de serem usados também em
formulaces de cosméticos e na fabricacdo de racdo animal (GALATI et al., 2001; CUNHA,
SILVA, ROQUE, 2003; VALENTE et al., 2010).

! A.https://www.natue.com.br/natuelife/wp-content/uploads/2016/06/Opuntia-f%C3%ADcus.jpg;

B. https://cdn.pixabay.com/photo/2017/09/09/01/14/opuntia-ficus-indica-2730795_1280.jpg;

C. https://www.ondacactus.com/cactus-alimento-frutas/.
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Diversos estudos comprovaram que os frutos de O. ficus indica sao fonte de compostos
bioativos, fibras, vitaminas e antioxidantes. A polpa é constituida por agua e carboidratos
simples, enquanto que as suas sementes possuem muitas fibras e proteinas. Os frutos
também séo fonte de minerais como potassio, calcio, sédio, fosforo e magnésio, sendo que
na casca é encontrado sédio e nas sementes potassio e fésforo. A polpa ainda é rica em
vitamina C e a casca em vitamina E (ALBANO et al., 2015; RAMADAN, MORSEL, 2003;
TESORIERE et al., 2005; EL KOSSORI et al., 1998; SALIM et al., 2009).

Apesar de O. ficus indica ser uma espécie recomendada para consumo, por possuir
compostos bioativos e propriedades relacionadas a nutricdo, a salude e ao tratamento de
doencas (EL-MOSTAFA et al., 2014), ndo existem estudos sobre a sua toxicidade e nem que

comprovem a seguranca de consumo dos seus produtos comercializados.

3.4 Cacti-Nea™

A empresa francesa Bio Serae Laboratories desenvolveu, a partir dos frutos de O. ficus-
indica, um nutracéutico denominado Cacti-Nea™ que, devido as suas propriedades
diuréticas e antioxidantes avaliados in vivo, é especialmente indicado para o controle de peso
corpoéreo e para a protecao celular contra danos oxidativos ocasionados por radicais livres.

Esse produto pode ser consumido em capsulas ou em sachés (GALENA, 2006).

Este nutracéutico é caracterizado como um desidratado de extrato aquoso de frutos
de O. ficus indica, cujo processo de obtencdo do pd preserva as caracteristicas nutricionais

e as propriedades funcionais do fruto (BISSON et al., 2010).

A Cacti-Nea™ é apresentada na forma de suplemento alimentar, cujas dosagens
indicadas para consumo variam entre 500 e 2000 mg/dia. Embora os frutos de O. ficus indica,
sejam categorizados como alimento funcional, devido ao seu potencial terapéutico (EL-
RAZEK et al., 2017; PATEL, 2013).

O uso do nutracéutico da Cacti-Nea™ esta relacionado com o potencial terapéutico
dos frutos de O. ficus indica, conferido pelas atividade antioxidante, efeitos citoprotetores da
mucosa gastrica (GALATI et al., 2003), hepatoprotetores (GALATI et al., 2005), protecéo

endotélial (GENTILE et al., 2004), antiproliferativos para varios tipos de células tumorais
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(GONZALEZ-PONCE et al., 2018), além de efeitos diuréticos do produto (GALATI et al.,
2003).

A variacdo na cor dos frutos, ja citada anteriormente, se da pela combinacéo de dois
pigmentos da familia das betalainas, a betanina vermelho-purpura e a indicaxantina amarelo-
laranja. Esses pigmentos naturais apresentam acdo antioxidante, conforme observado em
estudos in vitro (BUTERA et al., 2002; GALATI et al., 2003; TESORIERE et al., 2005;
GENTILE et al., 2004; GONZALEZ-PONCE et al., 2018), in vivo (GALATI et al., 2003; 2005)
e clinicos (TESORIERE et al., 2005), realizados com nutracéutico Cacti-Nea. Esse composto
apresenta um alto teor de betalainas, sendo a indicaxantina a mais encontrada (65 a 85%)
no produto comercializado (BISSON et al., 2010). Estes pigmentos apresentaram ainda, de
acordo com ensaios in vitro realizados por Gentile et al.(2004), potencial de inducédo de

citocinas e de alteracédo nas condi¢des redox.

A melhoria do sistema antioxidante de um organismo, pode ser observada pela
atividade das enzimas superéxido dismutase, glutationas (peroxidase e S-transferase) e de
antioxidantes de baixo peso molecular, como a vitamina C e E (LEE et al., 2002). Estudos
de Bisson et al.(2010), realizados com ratos Wistars, onde os autores administraram por via
oral a concentracdo de 240 mg/kg/dia de Cacti-Nea™, observaram que ao final de sete dias
houve um efeito antioxidante, comprovado pelo aumento significativo dos niveis de glutationa
peroxidase no sangue. Nas condicfes experimentais acima citadas, foi observado que o
nutracéutico também apresentou efeito diurético sem, contudo, haver eliminacdo excessiva

de sbdio, potassio e acido urico.

3.5 Controle de Qualidade

A pratica de prevencao, cura e tratamento de doencas pelo uso de compostos
biologicos bioativos de plantas medicinais (FIRMO et al., 2011) e de alimentos funcionais
(COSTA; ROSA, 2016) vem sendo feita desde as civilizagbes mais antigas (ANDRADE;
CARDOSO; BASTOS, 2007). InmERs relatos de literatura fazem referéncia aos beneficios
terapéuticos dessas fontes naturais e, atualmente, os compostos ativos de vegetais vem
sendo utilizados pelas farmacias magistrais na aviagao de receitas médicas, pelas industrias
farmacéuticas, para a obtencdo de medicamentos fitoterapicos, e pelas industrias de

cosmeéticos, para a obtencdo de produtos voltados para o cuidado pessoal e beleza.
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O controle de qualidade de um produto pode ser definido como um conjunto de operacdes
gue visam verificar e assegurar que esses produtos estejam dentro dos padrdes exigidos nos
ensaios e medi¢cbes (MENDES, 2000). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
por meio de suas resolucdes e normativas, exige a realizacdo do controle de qualidade de
nutracéuticos, que atendam aos requisitos minimos previstos, especificamente, para esse
tipo de produto (BRASIL, 2010; BONFILIO et al., 2010). Durante o processo de producéao,
armazenamento e manipulacdo de um nutracéutico pode ocorrer ndo conformidades, devido
a implantacdo do processo de fabricacdo inapropriado, falta do cumprimento das boas
préaticas de fabricacdo (BPF), embalagens inadequadas, além de problemas nas condi¢oes
de armazenamento (SANTOS, et al., 2018).

A qualidade dos nutracéuticos inicia-se com a determinagdo de métodos analiticos
gualitativos e quantitativos, que avaliam marcadores (metabdlitos secundarios) que podem
estar relacionados com a propriedade terapéutica do mesmo. Enfatiza-se que, além dos
controles de qualidade fisico-quimicos e microbiolégicos rigorosos, recomenda-se ainda
ensaios farmacolégicos e toxicoldgicos in vivo e in vitro, para assegurar a eficacia e

seguranca do produto a ser comercializado (BASSANI et al., 2013).

Estudos apontam a necessidade do desenvolvimento e padronizacdo de métodos
analiticos validados para classe de nutracéuticos. Em resposta, um grupo composto por
entidades internacionais como o National Institutes of Health (NIH), AOAC International e o
FDA foi formado, tendo como foco principal alertar para as dificuldades dos pesquisadores
na identificacdo das substancias ativas, para a caréncia de padrdées de referéncia validados
e para a escassez de dados dos produtos nutracéuticos (SULLIVAN & CROWLEY, 2006).
No entanto, ndo ha legislacdo ou compéndio oficial no Brasil sobre o procedimento de

controle de qualidade de nutracéuticos (LIRA et al., 2009)

O controle da contaminacdo microbiana é um parametro fundamental para avaliar a
gualidade dos nutracéuticos e alimentos funcionais, considerando o risco a saude publica, a
gualidade e a estabilidade do produto. Por serem classificados como produtos nao estéreis,
sabe-se que ha um grande niumero de microrganismos mesofilos que podem estar presentes
tanto no insumo farmacéutico como no produto final e, por isso, a contaminacéo deve ser

evitada ao longo do processo de fabricacdo. As fontes de contaminagédo sao pontos criticos
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na fabricacdo dos produtos e devem ser monitorados de acordo com as Boas Praticas de
Fabricacéo (BPF) (SALOMON, 2009).

Existe uma grande preocupagdo com a manutencdo da qualidade dos produtos n&o
estéreis, visto que o desvio desta qualidade pode acarretar em grande prejuizo ao usuario,
incluindo o desenvolvimento de patologias severas, dependendo do seu estado de saude
(MARIANO-COSTA, RACACCINI, SANTANA, 2017). Neste contexto, devem ser realizados
testes fisico-quimicos e fitoquimicos que certifiquem o controle da qualidade da planta
medicinal, do alimento funcional e do nutracéutico, visando garantir a seguranca e a

efetividade desses produtos.

A analise do teor dos principais componentes biologicamente ativos, presentes em
matérias primas de origem vegetal, garantem a autenticidade, pureza e integridade dessas
matérias primas usadas no processo. Os testes fitoquimicos procuram caracterizar, por meio
de técnicas cromatogréficas e analiticas, as principais classes de metabdlitos presentes em
um material e permitem a separacao e o isolamento de substancias, para o conhecimento
da composicdo quimica, como também para a padronizacdo do material vegetal e produtos
relacionados (SOUZA-MOREIRA, SALGADO, PIETRO, 2010).

Para uma maior efetividade do controle de qualidade de um produto de origem vegetal,
devem, entdo, ser realizadas as analises preconizadas pela legislacdo vigente (BRASIL,
2010; BONFILIO, et al., 2010), desde o recebimento da matéria—prima, quanto a qualificacdo
dos fornecedores; a qualidade das instalacdes, dos equipamentos, do recursos humanos
envolvidos no manufaturamento do produto final; e o armazenamento, manipulacdo, até a

dispensacéo do produto final no mercado consumidor (ALVES et al., 2010).

3.6 Ensaios Toxicoldgicos

O DNA ¢é uma biomolécula que contém informacfes genéticas herdaveis, necessarias
para o desenvolvimento e manutencao de todos os organismos. Contudo, ao longo da vida
dos organismos, essa molécula pode sofrer alteragbes permanentes denominadas
mutaclOes, que sdo causadas por diversos fatores, tanto de origem intrinsecas como
extrinsecas do metabolismo da célula. Dentre as mutac¢des, apenas um pequeno numero

delas pode conferir vantagens para o organismo (MARQUES, RIBEIRO, 2003), pois a
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maioria esta envolvida com eventos danosos, como interferéncia na sintese proteica,
inducgdo de proliferagéo ou morte celular ou ainda falhas no crescimento e desenvolvimento

do organismo.

Historicamente, o homem utiliza espécies vegetais selecionadas, pelo conhecimento
popular, consideradas eficazes e seguras para uso medicinal (FERREIRA, PINTO, 2010).
Porém, grande parte dos vegetais usados para este fim ndo passou por uma avaliacdo que
ateste essa qualidade (BAGATINI et al., 2007), uma vez que se estima apenas 15 a 17 %
das plantas medicinais tenham sido avaliadas por testes toxicoldgicos. Desta forma, existe
uma preocupacao pontual, quanto a possibilidade do uso irracional dessas plantas, pelo fato
de existir o conceito popular de que o que € natural ndo faz mal, pensamento este que pode

colocar em riscos a saude e, até mesmo, a vida do consumidor (FIRMO et al., 2011).

Os bioensaios de toxicogenética sdo desenvolvidos com diversos organismos testes,
como por exemplo espécies vegetais, microrganismos, animais e cultivo celulares. Existem
varios bioindicadores utilizados pela comunidade cientifica para avaliacdo da toxicidade
(PIRES et al., 2001) e citogenotoxicidade de extratos de plantas medicinais, com destaque
para as bactérias, insetos, peixes, poliquetas, anfibios, roedores, humanos e espécies
vegetais, como Vicia faba L. e Allium cepa. Outro exemplo de organismo teste indicado para
ensaios bioldgicos € o microcrustadceo marinho Artemia salina, uma espécie muito utilizada
para avaliacdo de toxicidade pré-clinica de infusGes de plantas medicinais (NEVES, 2013;
BUENO, PIOVEZAN, 2015). A citotoxicidade pode ser mensurada por meio de alteracdes no
processo de divisdo celular, enquanto que a genotoxicidade pode ser avaliada pela
incidéncia de mutacdes cromossémicas, como quebras cromatidicas, pontes anafasicas,

perda de cromossomos inteiros ou formacéo de micronucleos (SOUZA et al., 2005).

Para que um boiensaio seja considerado eficiente, ele deve ser reprodutivel, apresentar
resultados confiaveis na identificacdo da atividade biolégica do agente avaliado e ser
recomendado por agéncias governamentais e 6rgdos de pesquisa (e.g. National Cancer
Institute, Environmental Protection Agency, Occupational Safety and Health Administration,
World Health Organization). Contudo, a confiabilidade dos estudos toxicoldégicos na
identificagdo do potencial toxicoldgico de um xenobi6tico pode ser aumentada, sempre que
possivel, com a utilizacdo de diferentes organismos testes (RABELLO-GAY, RODRIGUES,
MONTELEONE-NETO, 1991).
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3.6.1 Testes de Genotoxicidade

Durante a divisdo celular, podem ser observadas alteragbes cromossomicas, ou
aberracbes cromossdmicas (AC), tanto estruturais como numéricas. As alteracbes
cromossOmicas podem ocorrer de forma espontanea, quando ocorrem ao acaso, sem uma
causa aparente, geralmente derivadas de processos intrinsecos ao metabolismo celular, ou
de forma induzida, decorrentes de acao de xenobiontes, que apresentem potencialidade de
interagir com molécula de DNA ou com componentes celulares envolvidos no processo de
divisdo celular (FERNANDES et al., 2009). Esses agentes sdo entdo denominados de
agentes genotoxicos. A grande maioria das ACs ocorre de forma induzida, pois a frequéncia
de aberrac6es espontaneas em células vivas é muito baixa (cerca de 0,6 %) (NATARAJAN,
2002).

Os compostos quimicos podem interagir com o material genético de varias formas e
resultar em AC. As substancias quimicas causadoras de danos na molécula de DNA podem
ser classificadas em quatro grupos (LEE; STEINERT, 2003): aquelas que agem diretamente
sobre a molécula; as que requerem via de metabolizacdo para causarem danos; as que
promovem a producéo de espécies reativas de oxigénio; e aquelas que inibem o reparo de

danos promovidos no DNA ou interferem na sua sintese.

Varios estudos apresentam modelo de testes para deteccdo de genotoxicidade, que
apresentam correlagcdes positivas para carcinogenicidade. O Ensaio Cometa e o Teste do
MN sdéo indicados para a avaliacdo de genotoxicidade e mutagenicidade, especialmente

guando aplicados de forma associada (KANG et al., 2013).

3.6.2 Organismo teste Allium cepa

Os bioindicadores vegetais, como a alface (Lactuca sativa L.), tomate (Lycopersicum
esculentum L.) e cebola (Allium cepa), compdem um grupo importante de organismo testes
a serem usados em avaliagdo toxicolégica, devido a sensibilidade e boa correlagdo que
essas espécies possuem, em relacao a sistemas teste de mamifERs (SOUSA et al., 2010;
DELARMELINA et al., 2012). Além disso, essas espécies apresentam menor resisténcia ou
tolerdncia a compostos aleloquimicos, respondendo, mais facilmente, a efeitos citotoxicos
(FERREIRA e AQUILA, 2000).
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A espécie vegetal A. cepa (cebola) é de facil cultivo, possui desenvolvimento rapido e
meristema abundante, cromossomos grandes e em numero reduzido (2n = 16), o que permite
a sua observacéo facilitada em microscopia de luz (POLETTO et al., 2011; ALMEIDA, 2014).
Os ensaios realizados com A. cepa sdo considerados simples, rapidos, ndo exigem
equipamento sofisticado, o que os tornam altamente viaveis pelo seu baixo custo (LEME;
MARIN-MORALES, 2009), além de apresentarem alta confiabilidade e concordancia com
outros testes de genotoxicidade (FISKESJO, 1985; BAGATINI et al., 2007; HISTER, 2015;
PORTIS et al., 2016). Outra grande vantagem deste teste esta na semelhanca do processo
de divisao celular de suas raizes com o processo de divisdo celular humano. Todas essas
caracteristicas fazem com que ele seja indicado também para avaliagdo dos efeitos adversos
de plantas medicinais (GALEMBECK et al., 2010; POLETTO et al., 2011; CORREIA et al.,
2014).

Os ensaios com A. cepa sdo usados para avaliar parametros macroscopicos, como
formato e tamanho da radicula, e parametros microscopicos, como indice mitético, o qual
indica se a substancia tem efeito citotoxico, bem como a ocorréncia de anormalidades
cromossOmicas, as quais indicam se a substancia tem efeito genotdxico e mutagénico
(GADANO et al., 2002; ARRAES, 2012). Alguns autores afirmam que o teste do A. cepa é
uma Otima opcao para identificar caracteristicas citogenotoxicas de extratos de plantas,
como quebras, pontes anafésicas, formacdo de microndcleo e perdas cromossémicas
(PINHO et al., 2010; SILVA et al., 2013). A OMS recomenda esse ensaio para avaliar a
toxicidade de plantas medicinais, sendo as alteracdes no ciclo celular e as alteracdes
cromossémicas das células meristeméaticas as mais frequentemente usadas para alertar a
populacdo sobre a seguranca de consumo de certos produtos (VICENTINI et al., 2001;
MAURO et al., 2014).

Os ensaios com A. cepa permitem avaliar, concomitantemente, a toxicidade,
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de determinados compostos, sejam
amostras ambientais ou produtos naturais (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Apesar de
outros ensaios toxicologicos também serem recomendados e eficazes para avaliar a
toxicidade de compostos quimicos, como os testes com mamifERS, in vivo e in vitro; linfocitos
e cultura celulares humanas (in vitro) e teste de carcinogenicidade com roedores, a espécie
A. cepa apresenta uma sensibilidade ainda maior que os testes citados (FISKESJO, 1985;

RANK; NIELSEN, 1994; CHAUHAN et al., 1999).
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3.6.3 Cultivo celular

No inicio desse século intensificou-se a discussédo sobre o0 uso de animais em pesquisas
cientificas, sendo que o tema vem sendo continuamente abordado ndo s6 no meio
académico e cientifico, como também pela populacdo em geral (GAUTHIER, GRIFFIN,
2005). Este embate tem feito as universidades abolirem o uso de animais para fins
pedagdgicos e, quando utilizados para fins experimentais, seguirem o conceito 3 Rs da
experimentacédo animal (reducao, refinamento e substituicdo, derivado dos termos em inglés:
Reduction, Refinement and Replacement), proposto por William Russel e Rex Burch, em
1959. A aplicacéo desse conceito, visa ndo sé garantir o bem estar animal mas incentivar a
comunidade cientifica a reduzir o niumero de animais experimentados e aprimorar e/ou
substituir as técnicas que utilizam (GAUTHIER, 2007). A reducdo e o refinamento dos
experimentos representam os objetivos a serem vencido a curto-prazo e a substituicdo € a
meta maior a ser alcancada (DIPASQUALE; HAYES, 2001).

Diante do objetivo de otimizar metodologias que substituam o uso de animais, tem
sido desenvolvidas diversas pesquisas e validados ensaios toxicol6gicos que possam ser
tdo ou mais precisos, sensiveis e exatos, quanto os modelos animais. Em 2002, o The Fund
of the Replacement of Animals in Medical Experiments (FRAME) publicou um documento
propondo metodologias de substituicdo a experimentacdo animal, tais como modelos
computadorizados, uso de organismos inferiores, estagios embrionarios de animais
superiores; estudos com culturas celulares e estudos éticos com células, tecidos e
voluntarios humanos (FRAME, 2002; CAZARIN, CORREA, ZAMBRONE, 2004).

As linhagens celulares mantidas em cultura sdo muito utilizadas como modelo de
avaliacdo toxicoldgica, por serem ensaios sensiveis, de rapida obtencdo de resultados
(ROGERO et al., 2003) e de facil manipulacéo e analises (MORALES, 2008). As culturas
celulares constituem ainda uma alternativa interessante de substituicdo de uso de animais
em pesquisa, pois apresentam baixo custo, em relagdo a manutencdo dos animais e séo
ensaios altamente reprodutiveis. Por essas razfes, essas técnicas sao muito utilizadas pelas
industrias farmacéuticas, quimicas e de cosméticos (TYAKHT et al., 2014), bem como em
investigacfes nas areas de imunologia, virologia, genética e toxicologia (LEWINSKA et al.,
2007). Dentre as linhagens celulares usadas na area da toxicidade de xenobibticos,

destacam-se as derivadas de hepatoblastoma priméario humano (HepG2), por apresentarem
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caracteristicas semelhantes aos hepatocitos sadios, como a morfologia do parénquima
hepético, sintese e excrecao de diversas proteinas plasméticas e conservacao das enzimas
de fase | e Il do metabolismo (UHL et al., 2000; KNASMULLER et al., 2004).

3.6.4 Teste do Cometa

O ensaio cometa vem sendo aplicado em estudos de biomonitoramento e de
patogenicidade, incluindo neste ultimo as doencas cronicas, predicdo de tumores e doencas
neurodegenerativas (ROSA et al., 2012). Também séo avaliados por esse ensaio 0s niveis
de danos e mecanismos de reparo de DNA (GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). Essa
avaliacdo é feita pela deteccdo de quebras na fita do DNA, caracterizando, assim, um ensaio
sensivel para a deteccao de efeitos genotoxicos de diferentes xenobiontes (GUSTAVINO,
2005).

O ensaio do cometa baseia-se na migracao de fragmentos de DNA derivados de quebras
promovidas por agentes diversos, que sdo submetidos a uma corrente eletroforética, em gel
de agarose. Quando ha quebras do material genético, a migracao dos fragmentos de DNA
assumem a forma da cauda de um cometa (TICE et al., 2000; DUSINSKA; COLLINS, 2008),
o que conferiu a denominacéo do referido teste. A versao alcalina do ensaio do cometa pode
detectar sitios alcali Iabeis, quebras de fitas simples e duplas, além de danos oxidativos em
células eucaridticas (SINGH et al., 1988, FAIRBAIRN; OLIVE; NEILL, 1995). Esta
metodologia ndo é empregada com o objetivo de verificar mutacdes, mas sim lesdes
genbmicas que, se nao forem corrigidas, podem levar a eventos mutacionais (GONTIJO;
TICE, 2003), sendo entdo consideradas como lesdes pré-mutagénicas (KAMMANN et al.,
2001).

O ensaio do cometa é amplamente utilizado para avaliar efeitos genotéxicos de efluentes
industriais, domésticos e agricolas, produtos quimicos, ingredientes ativos de cosméticos e
de plantas medicinais, entre outros, decorrentes de quebras derivadas da acéo direta do
xenobionte sobre o material genético ou de mecanimos de reparo da célula (WHITE;
RASMUSSEN, 1998). A principal vantagem do ensaio de cometa é a sua alta sensibilidade
a varios tipos de danos no DNA (BUCKER et al., 2006), sendo considerado, em alguns casos,
mais sensivel para este fim que o teste de micronucleo (MATSUMOTO et al., 2006; BUCKER

et al., 2006). Este teste permite mensurar os danos promovidos por agentes toxicos em
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células individuais; necessita de um baixo nimero de células para a realizacdo do teste; e
pode ser realizado em qualquer tipo de célula eucaribtica nucleada (LEE; STEINERT, 2003).
Este teste foi desenvolvido e primeiramente aplicado por OSTLING e JOHANSON (1984),
sendo hoje muito utilizado em varias ares de pesquisa, por ser um modelo que, além das
vantagens ja descritas, ndo precisa que as célula estejam em divisdo para ser processado
(STANG; WITTE, 2009; DHAWAN; BAJPAYEE; PARMAR, 2009).

3.6.5 Teste do micronucleo

O teste do MN € considerado uma técnica relativamente simples e vantajosa para
avaliacao de agentes clastogénicos (promotores de quebras cromossOmicas) e aneugénicos
(indutores de aneuploidia ou promotores de segregacao cromossémica anormal) (HEDDLE,
1973), sendo considerado um ensaio preditivo de mutagénese e cancer. Por este teste ser
eficaz, apresentar baixo custo e permitir analise rapida, ele tem sido amplamente utilizado
para detectar danos no material genético (FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

Os MNs sdo estruturas constituidas de fragmentos e/ou perdas de cromossomos inteiros
durante o ciclo celular (FENECH et al., 2011; RIM; KIM, 2015; SABHARWAL et al., 2015) ou
ainda de material genético excedente, que € eliminado do nudcleo celular, apds processo de
poliploidizacdo (FERNANDES et al., 2008).

Ha evidéncias que apontam a associacao entre o aumento da formacgédo de micronucleos
e outras anomalias nucleares, como pontes nucleossémicas e brotos nucleares, a eventos
genotoéxicos, que geram instabilidades cromossémicas, frequentemente relacionadas ao
processo de carcinogénese. Tais evidéncias indicam que o teste de micronucleos pode ser
um bom marcador de susceptibilidade fenotipica do cancer (BONASSI et al., 2011, THOMAS
et al., 2011). Esse teste, pelas suas caracteristicas preditivas, € recomendado como padrao
para teste de mutagenicidade e referenciado pela OECD e pela United State Environmental
Protection Agency (USEPA). Por meio deste teste, € possivel avaliar a agdo mutagénica de
diversos agentes, como fisicos, quimicos, biolégicos e de estilo de vida, tanto em abordagens
in vivo como in vitro (FENECH et al., 1999). Desta forma, considerando que o uso de
nutracéuticos e plantas medicinais esta relacionado com estilo de vida de uma populagéo,
este teste também pode representar um bom marcador para avaliar a toxicidade de materiais
botanicos usados na alimentagdo e na medicina popular.
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3.6.6 Estresse oxidativo

As espécies reativas (ERs) apresentam a capacidade de retirar elétrons de outros
compostos celulares, sendo capazes de provocar lesdes oxidativas em Varias
macromoléculas, fato que pode levar & perda total da funcéo das mesmas (ROVER JUNIOR,
VELLASCO, HOEHR, 2001; CRUZAT, ROGERO, BORGES, TIRAPEGUI, 2007).

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidar o papel que as ERs,
conhecidas como radicais livres (RL), tém sobre 0s processos fisioldgicos e patoldgicos, visto
gue a oxidacao € parte essencial do metabolismo de organismos aerébicos (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; DAVID, DAVID, BARREIRO, 2006).

Os RL sao atomos ou moléculas produzidas de forma continua, endogenamente ou
exogenamente (FERREIRA; MATSUBARA, 1997, IVANOVA; YANKOVA, 2013). A cadeia
respiratoria mitocondrial € um importante sitio de producdo de ERS na célula, portanto a
principal fonte enddgena dos RL. Isso porque, a mitocondria atua como mediadora da
transferéncia de elétrons em varias reacdes bioquimicas, desempenhando, assim, funcées
relevantes, principalmente, no metabolismo do oxigénio (IVANOVA; YANKOVA, 2013;
LAGOUGE; LARSSON, 2013). Exogenamente, as ERS sdo produzidas por exposicédo a
fatores extrinsecos a célula, como a luz ultravioleta, principalmente nos comprimentos de
onda maiores que 280 nm (UVA e UVB); irradiacdo ionizante; e agentes quimicos, sendo
estes ultimos decorrentes do estilo de vida, como o tabagismo, etilismo, dietas ricas em
sédio, aditivos alimentares e excesso de calorias. As ERS podem também ser produzidas
por processos patologicos, como, por exemplo, o que ocorre em uma resposta inflamatéria
celular (BERRA, MENCK, 2006), o catabolismo de acidos graxos, a degradacao da xantina
a acido urico, auto-oxidacao de catecolamina (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007), e por
metabolismo dos xenobidticos, que pode acarretar em diversas enfermidades, como cancer,
desordens cardiovasculares e neurodegenerativas, além do declinio do sistema imune e
envelhecimento (SOHAL, 2002; SOUSA et al., 2007).

As principais ERs distribuem-se em dois grupos: os radicalares (com elétros
desemparelhados): hidroxila (HO"), superéxido (O2), peroxila (ROO") e alcoxila (RO"); e os
ndo-radicalares (sem elétrons desemparelhados, mas com funcdo oxidante): oxigénio,
peroxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (HCIO) (VASCONCELOS et al., 2007)
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O radical HO* é considerado o mais deletério para 0s organismos, pois possui meia
vida muito curta, o que dificulta o seu sequestro pelos antioxidantes enddgenos
(BARREIROS & DAVID, 2006). Sua formacéo ocorre por dois mecanismos: rea¢géo do H20:2
com metais de transicdo e por homolise da agua, decorrente de reacdo de baixa energia
(e.g. exposicao a luz visivel, UV ou radiacéo ionizante). No organismo, os metais de transicao
mais importantes para a ocorréncia da reacdo com H202 sdo Cu'* e Fe?*. Nesse sistema, a
importancia do ferro € mais pronunciada, devido a sua maior biodisponibilidade no organismo
(OLIVEIRA et al., 2015).

A Figura 2 apresenta os mecanismos de lesdo celular conferidos por estresse
oxidativo derivados de acao enddgena e exdgena, sendo estes mecanismo precursores de

uma série de doencas cronicas nao transmissiveis.

Dano molecular

(Uipideos, proteinas ¢ DNA)

&

Danos &s membranas

Fontes exdgenas

Irradiagdo, agentes quimicos, tabaco,
dicool, dietas hipercaléricas

Perdas de material intracelular

Redugdo da eficiéncla metabolica

Fontes endogenas Mutagdes

Reagdo inflamatoria, NADPH oxidase,
cadeia respiratéria

Figura 2: Esquema da inducgéo de leséo celular causada por radicais livres
(Elaborado pelo autor).

A peroxidacéo lipidica também é um dano oxidativo importante associado aos efeitos
toxicos de diversas substancias quimicas, as lesdes teciduais e ao desenvolvimento de
estados patologicos (FRIDOVICK, 1998; VALKO et al., 2006). Além disso, a formacéo de
oxigénio reativo e peroxinitrito leva ao colapso dos potenciais de membrana e de sintese de
ATP, além da fragmentac&o do DNA nuclear. Com isso, a célula sofre necrose, liberando seu
conteudo e induzindo processos inflamatorios, o que promove a inicializacdo de resposta
imune. Essa resposta desencadeia a producdo de mediadores inflamatérios e o
recrutamento de leucocitos especificos (macréfagos e neutrofilos), na tentativa de regenerar

o tecido afetado (JAESCHKE, BAJT, 2010; BUNCHORNTAVAKUL, REDDY, 2013).
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Em um estado de homeostase celular, as ERs s&do neutralizadas por enzimas
endogenas antioxidantes. Porém, sob condi¢des patoldgicas, ocorre um desequilibrio entre
0 acumulo de ERs e as enzimas antioxidantes, resultando em efeitos nocivos sobre
macromoléculas (lipidios, proteinas, DNA), bem como sobre o sistema imunoldgico. Além
disso, a oxidacao de proteinas pode ativar o sistema imune, induzindo o aparecimento de
doencas autoimunes e afetando importantes eventos de regulacdo celular (LENAZ et al.,
2000; MANGGE et al., 2004; FREY et al., 2007; MANGGE et al., 2010, DALVI et al., 2013;
MAES et al., 2013; MAES, 2013; REININGHAUS et al., 2014).

Os organismos vivos aerébios utilizam oxigénio atmosférico para a sua sobrevivéncia e
reproducdo. O oxigénio molecular (O2), obtido da atmosfera, apesar de ser vital para os
organismos, é fonte de producéo de espécies reativas, que ameacam a integridade celular,
pois, como ja expresso, podem promover oxidacdo de biomoléculas e, consequentemente,
comprometer processos biolégicos importantes (AUGUSTO, 2006). O dano oxidativo de
biomoléculas pode provocar inativagao enzimatica, mutagao, ruptura de membrana, aumento
na aterogenicidade de lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade e morte celular
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

Serdo apresentados neste item 4 apenas as descricdes metodoldgicas que ndo foram
contempladas, na sua integra, nos artigos cientificos apresentados no item 5, referente aos

“Resultados e Discussao”.

O nutracéutico em estudo e as demais metodologias estdo apresentados, de forma
detalhada, em seus respectivos artigos a serem enviados para publicagdo em revistas
especializadas das areas de Controle de Qualidade de Produtos Naturais, Biologia Celular

e Toxicologia.

Os topicos a seguir sdo complementares aos descritos no Artigo |: “Avaliacdo da
atividade antimicrobiana, antioxidante atividade em células da levedura Saccharomyces

cerevisiae e controle de qualidade da Cacti-Nea™ (Resultados e Discussao).

4.1 Caracterizacao fitoquimica do Nutracéutico
4.1.1 Ensaios Qualitativos

O procedimento para o0s ensaios fitoquimicos qualitativos foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Mello e Petrovick (2000) e Falkenberg et al.(2003). Os resultados
obtidos baseiam-se em rea¢Bes de mudanca de coloracdo e/ou formacéo de precipitados,
além das propriedades fisico-quimicas dos metabdlitos secundarios que compdem o
nutracéutico. Inicialmente, foi preparado, em tubos de ensaios, extrato aquoso com O
nutracéutico, dissolvendo 0,2 g de Cacti-Nea™” em 2 mL de agua, para cada tubo. Esse

procedimento foi realizado em tripolicata, o que totalizou o preparo de 18 tubos.

Foram realizados com 0s extratos preparados com o nutracéutico os testes de taninos,
favondides, saponinas, alcaloides, glicosidios cardiotonicos e antraquinonas descritos a

sequir.
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4.1.1.1 Teste para taninos

Nos tubos de ensaio, preparados conforme descricdo acima, foram adicionadas trés
gotas da solucéo alcodlica de FeCls 2%. O material foi agitado por cerca de 10 segundos,
para ser realizada a avaliacdo qualitativa de cor e formacao de precipitado. O precipitado
de tonalidade azul é indicativo de presenca de taninos hidrolisavel, e o verde, presenca de

taninos condensados.

4.1.1.2 Teste para flavonoides

O teste de cianidina ou teste de Shinoda foi realizado em um tubo de ensaio contendo
0 extrato aquoso, onde se adicionou 0,5 cm de magnésio em fita e 2 mL de acido cloridrico
concentrado. O término da reacéo € indicado pelo fim da efervescéncia na solugéo, no qual
podem ser observadas coloracBes que variam de parda a vermelha, que indicam a

presenca de flavonoides no extrato.

4.1.1.3 Teste para saponinas

O teste de saponina foi realizado, adicionando nos tubos com extrato 2 mL de
cloroféormio e 5 mL da agua destilada. Logo apoés, a solucéo foi filtrada e disposta em um
tubo de ensaio limpo. Em seguida, a solucao foi agitada por 3 minutos para observacéo de
formacdo de espuma. A presenca de espuma persistente e abundante (colarinho) é

indicativa de presenca de saponinas.

4.1.1.4 Teste para alcaloides

No tubo com o extrato foram adicionadas quinze gotas de hidréxido de sédio 1 % e 2
mL de agua. Posteriormente, foram adicionados neste tubo 2 mL de cloroférmio. Apds esse
processo, foi desprezada a fracdo aquosa da solucdo, e recolhida em um tubo limpo a
fracdo cloroférmica, que recebeu cerca de 5 gotas de acido cloridrico a 1 % e 2 mL de agua.
Em seguida, foi realizada uma nova extracao liquido/liquido, para a eliminacdo da fracéao

cloroférmica. Os testes para a avaliacdo da presenca de alcaloides foram realizados com a
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fracdo aguosa acida acrescida de trés gotas do reagente de Drangendorff. A formacao de

precipitados insoltveis e floculosos confirmam a presenca de alcaloides.

4.1.1.5 Teste para glicosideos cardiotonicos

O teste de glicosideos cardioténicos foi realizado pela reacédo de Lieberman-Burchard
(anidrido acético + acido sulfarico concentrado). No, tubo de ensaio contendo o extrato,
foram adicionados 3 mL de cloroférmio e 2 mL de anidrido acético. ApGs agitacdo suave,
foram acrescentadas, cuidadosamente, nesta solucao trés gotas de H2SO4 concentrado. O
tubo foi novamente agitado, para observar se houve mudanca de coloracao (de cor salméo

para coloragdo azul evanescente seguida de verde), indicativa da presenca de glicosideos.

4.1.1.6 Teste para avaliacdo da presenca de antraguinonas

Para teste de antraguinona, foram adicionados 2 mL de solucdo de NH4OH a 10% a
um tubo de ensaio contendo o extrato. ApGs agitacdo suave, foi observada alteracao da cor
da solucéo. As coloracdes rosea, vermelha ou violeta, foram consideradas indicativas da

presenca de antraquinona.
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Avaliacéo do controle de qualidade e das atividades antimicrobiana e

antioxidante da Cacti-Nea™

NAVARRO, F.F.}2; FOGUEL, J.2, BORGES, U?, MARIN-MORALES, M.A.%

1 Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Rio Claro,
SP, Brasil.

2 Fundagédo Herminio Ometto — UNIARARAS, Araras, SP, Brasil.
RESUMO

Os ensaios de controle de qualidade agregam confianca e seguranca na utilizacéo
dos nutracéuticos, que sao classificados como alimentos ou parte deles que apresentam
beneficios a saude. A Cacti-Nea™, caracterizada como o extrato aquoso desidratado do
fruto de Opuntia ficus indica possui diversos compostos metabdlitos responséveis por
diversas ac¢des terapéuticas. Diante do exposto, o objetivo do estudo foi realizar a avaliacédo
da atividade antimicrobiana, antioxidante em células de levedura Saccharomyces cerevisae
e realizar o controle de qualidade do nutracéutico. A atividade antimicrobiana foi realizada
através da técnica de difusdo em discos, enquanto para a avaliacdo da atividade
antioxidante, foram consideradas as taxas de viabilidade celular das leveduras, e as
técnicas de controle de qualidade foram realizadas de acordo com as metodologias
preconizadas pela Farmacopeia Brasileira 4 (2000) e 5 edicdo (2010). Os resultados
indicam que as concentracdes de Cacti-Nea™ avaliadas apresentaram acao
antimicrobiana frente aos microrganismos: Candida albicans, E. coli, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa,; a avaliagao da atividade antioxidante demonstrou que
a taxa de sobrevivéncia das células de leveduras sdo aumentadas quando expostas a
Cacti-Nea™, o controle de qualidade fisico-quimico e microbiolégico apresentaram
resultados dentro do preconizado pelo fabricante e Farmacopéia Brasileira. Infere-se que
tais dados permitem tragar a qualidade do nutracéutico frente aos ensaios realizados e o

potencial de sua utilizagdo como agente antimicrobiano e antioxidante.

Palavra-chaves: Saccharomyces cereviseae, nutracéutico, Opuntia ficus indica,

microrganismos patogénicos.

Artigo a ser encaminhado para Jounal of Natural Products, ISSN: 0163-3864.
41



Restllados ¢ Discussio

1. INTRODUCAO

Os nutracéuticos sdo classificados como alimentos ou parte dos alimentos que
apresentam beneficios a saude, incluindo a prevencdo e/ou tratamento de doencas.
Nesta categoria, sdo encontrados desde nutrientes isolados, suplementos dietéticos até
produtos naturais e alimentos processados (MORAES; COLLA, 2006).

Ao utilizar alimentos funcionais e nutracéuticos para prevencgao e/ou tratamento de
doencas, sao necessarios estudos que certifiquem os seus efeitos terapéuticos. Para a
seguranca e garantia de autenticidade de um nutracéutico, o produto deve atender
requisitos como identificacdo correta da espécie, certificacdo de pureza e de principios
ativos, tipo de plantio e colheita, avaliagdo da adequacéao da técnica utilizada para a sua
producédo e modo de comercializagdo. Também devem ser considerados nesta avali¢éo,
outros aspectos como caracteristicas fisicas, quimicas, fisico-quimicas e
microbiolégicas pré-estabelecidas pelas Farmacopeias, Codigos Oficiais e Literaturas
cientificas da area de produtos naturais (ZARONI et al., 2004; MIGLIATO et al., 2007;
MICHELIN et al., 2010).

A espécie Opuntia ficus indica, conhecida popularmente no Brasil como figueira da
india ou palma-forrageira, € uma cactaceas nativas do México, amplamente
disseminada por toda a America Central, do Sul, Africa do Sul e Mediterraneo (LEO et
al., 2010). O fruto desta planta € comestivel, doce e suculento, sendo amplamente
utilizado na alimentacdo humana e de animais, bem como nas industrias farmacéutica,
de cosméticos e téxtil (BARBERA, 2001; SILVA et al, 2016; BENZIANE et al., 2017).
Dentre suas aplicacBes na area da farmacologia, destaca-se o0 seu uso na producao do
nutracéutico Cacti-Nea™. Este composto € obtido a partir da desitracdo do extrato
aquoso de frutos de O. ficus indica, processo este que preserva as propriedades
funcionais do fruto. O produto comercial é solivel em agua, naturalmente rico em
betalainas e apresentado na forma de p6 de cor ambar-a-vermelho (BISSON et al.,

2010).

Diante do panorama exposto, foi realizar a avaliagdo da atividade antimicrobiana,
antioxidante em células de levedura Saccharomyces cerevisae e realizar o controle de

gualidade do nutracéutico.
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2. METODOLOGIA

2.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de diferentes concentracdes do nutracéutico Cacti-Nea™ foi
avaliada em teste in vitro, pelo método de difusdo em disco de papel absorvente sobre &gar
(BAUER et al., 1966). O preparo dos discos seguiu a técnica descrita na Farmacopeia
Brasileira (2010).

Os microrganismos (MO) Candida albicans (ATCC 64548), Escherichia coli (ATCC
10531A1), Propionibacterium (ATCC 6919), Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27653), utilizados
para o ensaio de difusdo em disco, pertencem a colecdo de microrganismos do
Departamento de Farméacia do Centro Universitario Herminio Ometto- UNIARARAS. Os
MOs utilizados no teste foram, primeiramente, repicados em caldo BHI (Infusdo de Cérebro
e Coracdo bovino) e, posteriormente, incubados em estufa, até atingirem a turvacao
equivalente da escala de McFarland (em solucéo fisiologica — tubo 0,5), correspondente a
107 UFC/mL para leveduras e fungos (incubacédo a 27° C) e 108 UFC/mL para bactérias
(incubacédo a 36° C) (BARRY, 1986; KONEMAN, 1997). Na sequéncia, 0S meios com 0s
MOs foram inoculados em placas contendo agar Mueller Hinton, que receberam discos de
papel estéreis, de 5 mm de diametro, embebidos com 10 L da solucéo das concentracdes
avaliadas (0,008; 0,006; 0,004; 0,002 g/mL), que corresponderam a uma de massa de
Cacti-Nea™ equivalente a 8 x 10199, 6 x 101°g, 4 x 101°g e 2 x 1019 g, respecticamente,

por disco.

O teste-controle foi realizado com discos do antibidtico ciprofloxacino 30 ug/disco e
do antifingico nistatina 30 pg/disco, disponiveis comercialmente. A incubacao foi feita em
estufa a 36 °C, durante 48 horas. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
expressos em mm de halo, obtido pela média aritmética dos didametros dos halos de inibicao

formados ao redor dos discos, nas 3 repeticoes.
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2.2 Citotoxicidade — Viabilidade Celular

O ensaio de citotoxicidade em células da levedura Saccharomyces cerevisiae, foi
realizado de acordo com a técnica proposta por Soares, Andreazza e Salvador (2005), com
adaptacoes. Neste teste foi utilizado o Paration no lugar do Paraquat, como agente

estressor.
2.2.1 Linhagem

A linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada no teste de vialilidade
celular foi a ATCC® 9763 ™.

2.2.2 Agente estressor

Como agente estressor oxidante foi utilizado o agroquimico Paration® na concentragéo
de 0,2 mM. Esse agente € um pesticida agricola, pertencente ao grupo dos

organofosforados.

2.2.3 Meios de cultura e solucdes

Para a cultura de levedura, foi utilizado o caldo Sabouraud. Apdés incubacao do caldo
com levedura, por 24 horas em estufa a 27° C, foi realizada uma diluicdo da concentracao
de células deste caldo, adicionando NaCl 0,9 % (p/v), até atingir a turvacao desejada na
escala de McFarland (tubo 0,5). Na sequéncia, foi estimada a concentracdo de células
presentes no caldo obtido e, apdés plagueamento em meio Sabouraud solido, foi

determinado o nimero de UFC viaveis nesta cultura.

2.2.4 Determinagao da viabilidade celular

Para a determinacédo da citotoxicidade da Cacti-Nea™, 2x107 células de levedura/mL
(padronizadas pela escala de McFarland) foram tratadas com as solu¢des do nutracéutico,
em presenca e auséncia do agente estressor (Paration). Apés incubacéo, a 28° C por 21
horas, as células tratadas foram plaqueadas em meio Sabouraud. As placas foram
incubadas a 28° C, por 48 horas. Apoés este periodo, foram contadas as colbnias formadas

em cada placa e determinado os percentuais de sobrevivéncia celular. Os testes com as
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diferentes concentracdes de Cacti-Nea™ foram realizados em triplicatas. O calculo de
reducgéo de danos foi realizado de acordo com a equacao:

(CP — TTO)

Red.Danos (%) = CP=C)

Onde:
CP: Controle positivo;
CN: Controle Negativo;
TTO: Tratamentos.
2.3 Controle de Qualidade fisico-quimico

2.3.1 Densidade aparente

Quantidades equivalentes a um volume aproximado de 0,95 mL do nutracéutico Cacti-
Nea™ foram usadas para o preenchimento de cada uma das 25 capsulas gelatinosas de
tamanho 00 a serem dispostas no encapsulador. Em seguida, foi determinado o peso médio
total das capuslas e a massa relativa de Cacti-Nea™/capsula A relacdo massa Cacti-
Nea™/volume da capsula (0,95 mL) corresponde a densidade aparente calculada
(MARTINS; SACRAMENTO, 2004).

2.3.2 Determinacdo da umidade do nutracéutico, por dessecacdo em balanca de

infravermelho (1V)

Amostras exatas de 4,0 g do nutracéutico foram submetidas ao aquecimento (105 °C)
em balanca de raios 1V, até atingir um peso constante. Quando a dessecacao atinge a
estabilidade, o equipamento emite, automaticamente, a porcentagem de umidade do
produto avaliado (GARCIA-AMOEDO; ALMEIDA-MURADIAN, 2002).

2.3.3 Determinacéo do teor de cinzas

Para a determinacdo do teor de cinzas, primeiramente, foram colocados, em mufla a
450 °C, durante 30 min, cadinhos de porcelana para a calcinagdo dos mesmos. Os cadinhos
foram resfriados em dessecador e tiveram as respectivas massas determinadas em balanca
analitica. Amostras exatas de 3,0 g do nutracéutico foram transferidas, imediatamente, para

esses cadinho calcinados, que foram novamente incinerados em mufla aquecida a 450 °C,
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durante 2 h. Em seguida, eles foram arrefecidos em dessecador para a determinacdo da
massa do conjunto. Esta operagdo foi repetida até a obtencdo de valores de massas
constantes. Apos a obtencdo do peso constante, foi calculada a porcentagem de cinzas
totais, pela diferenca entre o peso inicial e final da amostra do nutracéutico
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

2.3.4 Determinacao do teor de cinzas insoluveis em acido

Os residuos obtidos na determinacdo de cinzas totais foram fervidos, durante 5 min,
com 25 mL de solucao de acido cloridrico a 7 % (p/V), em cadinhos cobertos com vidro de
relégio. Em seguida, o vidro foi lavado com 5 mL de agua quente e essa agua transferida,
de volta para o cadinho. O material do cadinho foi filtrado em papel de filtro isento de cinzas
e o residuo insoluvel ao acido usado, preso ao papel de filtro, foi lavado com agua quente,
até que o filtrado atingisse pH neutro. O papel de filtro contendo o residuo foi transferido
para o cadinho original, seco em chapa quente e incinerado a 500 °C, até obtencéo de peso
constante. Foi entdo calculada a porcentagem de cinzas insolUveis em &cido, pela diferenca
entre massa inicial e final do nutracéutico, subtraida também do peso do papel utulizado
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

2.3.5 Determinacédo do teor de extrativos

Uma amosta de 1,0 g do nutracéutico, exatamente pesada, foi submetida a decoccao
com 100 mL de agua durante 10 min. ApGs o resfriamento, o volume foi completado para
100 mL em bal&o volumétrico. A solucéo foi filtrada em papel de filtro, e os primeiros 20 mL
desprezados (WHO, 1998). Do restante do filtrado, foi separada uma aliquota equivalente
a 20 g, em pesa-filtro previamente tarado, e evaporado até secura em banho-maria, sob
agitacdo constante. O residuo obtido apds evaporacdo foi submetido a dessecacdo em
estufa (105 °C), durante 3 h. Em seguida, o material foi resfriado em dessecador e pesado

(em triplicata). O teor de extrativos foi calculado em massa percentual, segundo a formula:
TE= (g xFDx100) /m

Onde: TE = teor de extrativos (%; m/m), g = massa de residuo seco (g), m = massa total da
amostra (g), FD = fator de diluicdo da amostra inicial de 5x.
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2.4 Controle de qualidade microbiolégico.

O controle de qualidade microbiologico foi realizado seguindo a 52 edicdo da
Farmacopeia Brasileira (2010), de acordo com a metodologia indicada para analise de
produtos néo estéreis, contemplando os testes de contagem de MOs viaveis e pesquisa e
identificacdo de patdégenos. Os ensaios foram conduzidos em triplicata e os resultados

expressos pelo valores meédios.

3 RESULTADOS

O nutracéutico Cacti-Nea™ avaliado é distribuido no Brasil pela empresa Galena®. O
lote testado no presente estudo foi o de numero 1608029502, com validade para
28/11/2018, comercializado na forma de pd microgranulado, de coloracao laranja, odor

fraco e sabor adocicado, obtido do fruto de O. ficus indica.

3.1 Atividade antimicrobiana

Os resltados do ensaio de avaliacdo da atividade antimicrobiana do nutracéutico Cacti-
Nea™ mostram que a concentracdo mais eficaz como antibiético foi a de 0,008 g/mL. Essa
concentracdo apresentou uma atividade antimicrobiana superior a registrada para o
farmaco usado como CP (Ciprofloxacino), para as cepas E. coli e P. aeruginosa, como pode

ser visto na tabela 1.
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Tabela 1: Atividade antimicrobiana de diferentes concentracdes de Cacti-Nea™ para diferentes cepas de microrganismos.

_ ) Nistatina Ciprofloxacino Concentragdes (g/mL)
Microrganismo _ )
10 pg/disco 30 pg/disco 0,008 0,006 0,004 0,002
Fungos e leveduras
Candida albicans
10,85 £ 0,7778 N/A 11,1 £0,8485 7,1+£1,1313 6,15 +1,061 0,0
ATCC 64548
Aspergillus brasiliensis
9,05 +0,4950 N/A 0,0 0,0 0,0 0,0

ATCC 16404
Bactérias
Propionibacterium sp.

N/A 10,55 +1,202 0,0 0,0 0,0 0,0
ATCC 6919
Escherichia coli

N/A 23,15+1,061 28,2+1,1314* 22,8+1,2728 11,05+0,9192 6,65+1,060
ATCC 10531A1
Staphylococcus aureus

N/A 16,5 + 0,2829 15,5 £ 0,3028 9,9 +0,2828 7,15 +0,3535 0,0
ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa

N/A 17,05+0,495 19,05 +0,495* 13,4 +0,466 11,65 +1,06 7,4 £0,845

ATCC 27653

N/A: ndo aplicavel, * diferenca estatisticamente significativa, quando comparada ao controle positivo (CP) (p<0,05) teste ANOVA, seguido de pés-

teste Tukey.
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3.2Determinacao da viabilidade celular

A avaliacdo da citotoxicidade das solucdes de Cacti-Nea™ foi realizada submetendo a
levedura S. cerevisiae a diferentes concentragdes do nutracéutico, ao agente estressor
oxidante (paration) e a associacdo desses dois compostos. Pelos resultados obtidos, foi
observado uma diminuicdo da viabilidade celular das concentracdes de Cacti-Nea™ e o
CN. Ja os ensaios realizados somente com paration, mostraram que esse agroquimico
induziu uma taxa de mortalidade superior a 80% para o MO. Contudo, quando a levedura
foi submetida a associagdo de Cacti-Nea™ e paration, pode-se observar que houve uma
reversdo da toxicidade desse agroquimico, concentracdo diretamente dependente, sendo
gue a maior concentragao testada foi a que apresentou a maior acéo antioxidante (Tabela
2).

Tabela 2: Viabilidade, citotoxicidade e reducdo de dano da Cacti-Nea™ sobre células da
levedura Saccharomyces cerevisiae

Viabilidade celular Citotoxicidade Reducdao de

Tratamento
(%) (%) danos (%)
CN 99,97 +1,686 80% N/A
CP < 20,00 0,03% N/A
Cacti-Nea™™ (g/mL)
0,008 89,757 £ 2,128* 10,24% N/A
0,006 85,659 + 2,516* 14,35% N/A
0,004 81,59 + 3,511* 18,41% N/A
0,002 76,26 + 2,353* 23,74% N/A
Cacti-Nea™ (g/mL) + Paration
0,2mM
0,008 71,344 + 2,353* 28,65% 64,2%
0,006 62,301 + 1,527* 37,69% 52,9%
0,004 59,019 + 0,998* 40,99% 48,8%
0,002 43,034 + 2,021* 56,97% 28,8%

CN: crescimento das células somente em solucéo de NaCl 0,9%; CP: Células tratadas com Paration 0,2mM,
N/A: ndo aplicavel. * Diferenga estatisticamente significativa, quando comparada ao CN (p<0,05).
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2.5 Controle de Qualidade Fisico-Quimico

Os resultados do controle de qualidade do nutracéutico Cacti-Nea™ estao expressos
na tabela 3. Estes ensaios séo realizados para a caracterizacao e certificacdo da pureza de
um nutracéuticos/plantas medicinais de uso via oral, Todos os parametros avaliados neste
estudo atenderam as especificacdes vigentes (Farmacopeia Braslieira, 2000 e 2010 e laudo

técnico do fornecedor - Galena®).

Tabela 3: Andlises de controle de qualidade do nutracéutico Cacti-Nea™ (bruto).

Valores médios

Ensaio +d ; - Valores de referéncia
+ desvio padréo

Densidade aparente (g/mL) 0,63 g/mL + 0,0258 Minimo 0,30 g/mL*

Umidade 6,6 % + 0,3605 Méaximo 149%***

Cinzas totais 3,73% + 0,521 Maximo 14%*

Cinzas insollveis 0,37 £ 0,781 Maximo 3%**

Teor de extrativos 19,23%+0,115 Informativo

* Especificacdo do Fornecedor; ** Farmacopéia Brasileira 52 edicdo (2010), *** Farmacopéia
Brasileira 42 edicao (2000)

2.6 Controle de Qualidade Microbiol6gico

Os resultados obtidos nos testes desenvolvidos para avaliar o controle de qualidade
microbiolégico do nutracéutico Cacti-Nea™ estdo apresentados na Tabela 4. Estes testes
sdo exigidos para garantir a seguran¢a microbiolégica de produtos néo estéries, destinado
ao consumo humano, voltados a area da sude. Os produtos devem atender os valores de
referéncia pré-estabelecidos pela legislacdo vigente. Todos os parametros avaliados
atenderam as especificacdes preconizadas pela Farmacopeia Braslieira, (2000 e 2010) e

laudo técnico do fornecedor - Galena®.
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Tabela 4: Controle de qualidade microbiologica da Cacti-Nea™.

Valores médios

Ensaio . ~
+ desvio padréo

Valores de referéncia

Contagem de MOs mesofilos:
Bactérias viaveis 1,33 x 10?2 UFC/g £0,234  Maximo 5 x 103 UFC/g*
Fungos e Leveduras 1,9 x 10t UFC/g +0,128 Maximo 5 x 102 UFC/g*

Identificacdo de patdgenos:

Bactérias Gram- Bile Tolerante <10 UFC/g Maximo 103 UFC/g**
Escherichia coli Auséncia Auséncia**
Sthapylococcus aureus Auséncia Auséncia**
Salmonella sp Auséncia Auséncia**
Pseudomonas aeruginosa Auséncia Auséncia**
Candida albicans Auséncia Auséncia**

* Especificacdo do Fornecedor; ** Farmacopéia Brasileira 52 edi¢éo (2010), MO: microrganismo. UFC:
unidades formadoras de colbnia.

4 DISCUSSAO

7

O interesse da populacdo pelo uso de terapias naturais é crescente, 0 que
demonstra a necessidade de se avaliar com mais critérios os produtos naturais usados para
este fim (DE-SOUZA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006a; OLIVEIRA et al., 2006b; LIS-
BACHIN; DEANS, 1997).

Bandeira et al. (1998) concluiram, por meio de um amplo estudo realizado com
diferentes técnicas utilizadas para avaliacdo de atividade antimicrobiana de extrato vegetal,
gue o teste de difusdo em agar apresenta uma alta eficiéncia para avaliar a atividade
antimicrobianda de compostos sollveis em agua, por possibilitar a difusdo destes para o
meio de cultura. Pela técnica descrita acima (antibiogramas) realizada com as diferentes
concentracbes aquosas de Cacti-Nea™, pode-se observar que esse composto, na
concentracéo de 0,008 g/ml, apresenta uma atividade antimicrobiana superior ao controle
positivo para os procarintes E. coli e P. aeruginosa; observa-se também atividade
antimicrobiana frente a levedura C. albicans e a bactéria S. aureus; e nula para o fungo A.
brasileiensis e a bactéria Propionibacterium sp. Esses resultados podem estar relacionados

a grande concentracdo de compostos secundarios presentes nos frutos de O. ficus indica
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(BISSON et al., 2010), dentre eles os fendlicos, citados por Stevenson et al. (2007) e Faller
et al. (2010), que, provavelmente, sejam 0s responsaveis pela acdo antimicrobiana
observada neste estudo. Estes dados corroboram os descritos por Bandeira et al.(1998),
guanto a eficiéncia da metodologia de difusdo em agar para avaliacdo da atividade
antibacteriana, reforcando a atividade biolégica dos compostos presentes nos fruto de O.

ficus indica e, consequentemente, no seu nutracéutico.

As taxas de sobrevivéncia da levedura S. cerevisae, tratadas com as diferentes
concentracdes de Cacti-Nea™, mostram que o efeito citotoxico do Paration® foi reduzido,
guando este agroquimico foi associado com as diferentes concentracdes da Cacti-Nea™
(concentracao — dependente). Esses dados sugerem uma interacao entre o nutracéutico e
0 agroguimico, esta interacdo resultou em uma reducdo de danos, onde a concentracao
0,008g/ mL reduziu 64,2% do dano causado pelo Paration. Resultados semelhantes foram
registrados por Soares, Andreazza e Salvador (2004), para quercetina, um importante
composto fendlico, utilizado como padrdo para diversos ensaios de avaliacdo de atividade
antioxidante. Os autores citam ainda que a associacdo de compostos antioxidantes com
agentes estressores presentes em meio de cultura, aumenta, significativamente, a taxa de

sobrevivéncia de leveduras.

A levedura S. cerevisiae possui as enzimas SOD citossolica e mitocondrial, capazes
de detoxificar o radical Oz, diminuindo seus efeitos deletérios. Por esa razéo, a levedura S.
cerevisiae € considerada um dos melhores modelos unicelulares para estudos de estresse
oxidativo. A levedura é provida de nucleo e de organelas com metabolismo semelhante a
de eucariotos superiores (HENRIQUES et al., 2001). Embora ndo haja davidas sobre o
beneficio da utilizacdo de antioxidantes em alimentos, cosméticos e medicamentos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), os dados obtidos neste trabalho mostram a
importancia e a necessidade de se avaliar a acdo antioxidante de mais produtos de origem
natural, para que haja uma melhor elucidacdo dos seus mecanismos protetivos. Esses

estudos poderao incentivar 0 uso consciente e seguros de nutracéuticos pela populacao.

Estudos apontam a necessidade do desenvolvimento e padronizacdo de meétodos
analiticos validados para classe de nutracéuticos. No entanto, ndo ha legislacdo ou
compéndio oficial no Brasil sobre o procedimento de controle de qualidade de nutracéuticos

(LIRA et al., 2009). Para parametros de qualidade fisico-quimico e microbiolégico, aplicou-

52



Resultados ¢ Disoussio

se as especificacbes descritas na Farmacopeia (2010) para drogas vegetais Drogas
vegetais que serdo submetidas a processos extrativos a frio.

Controlar a qualidade de um produto, € assegurar a sua conformidade com os
compéndios oficiais e especificacdes, de forma a garantir que o mesmo, quando
consumido, ndo represente riscos a salde. As ferramentas para avaliar a qualidade fisico-
guimica de um produto s&o; ensaios de densidade aparente; determinacdo da umidade,

dos teores de cinzas, de cinzas insolUveis em acido; e de compostos extrativos.

O controle de qualidade fisico-quimica de produtos destinados a manipulacdo em
farmécia magistral, exige a determinacdo da densidade aparente da matéria-prima utilizada
para a producdo de nutracéuticos/fitoterapicos, conforme a RDC 14/2010 (BRASIL, 2010).
A densidade aparente encontrada para o nutracéutico Cacti-Nea™ foi de 0,63 g/mL, que

esta de acordo com a especificacao do fabricante (minimo 0,30 g/mL).

A determinacao da umidade de um nutracéutico, disponibilizado sob a forma de p6,
€ um importante parametro a ser considerado, uma vez que esta umidade pode influenciar
na estabilidade e aumentar o risco de contaminag¢édo microbiana do produto. A farmacopeia
Brasileira (2010) determina, para este tipo de produto, valores inferiores a 14 % de umidade.
Pelo ensaio com balanga de infravermelho, foi observado que o nutracéutico em estudo

apresentou 6,6 % de umidade, o que comprova a sua adequacao a legislacéo.

Ainda dentro dos parametros de qualidade fisico-quimica foram realizados os testes
de determinacdo de cinzas totais e de cinzas insollveis em acidos. Por estes testes, é
possivel verificar se a matéria-prima usada na fabricagdo de um produto natural, usado
para fim terapéutico, esta contaminado com materiais inorganicos, que possam desviar a
gualidade do produto final (COUTO et al., 2009; LEITE, 2009). Os valores de cinzas totais
e cinzas insoluveis em acido, encontrados no presente estudo, encontram-se dentro das
especificacoes previstas pela Farmacopeia Brasileira (2010). Isso indica que as amostras
nao apresentavam contaminagao por material estranho, como silica e constituintes silicosos

na matéria-prima vegetal (COUTO et al., 2009).

A determinacgéo do teor de extrativos foi realizada de acordo com os parametros
estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1998). O rendimento obtido
neste estudo para os extrativos da Cacti-Nea™ foi de 19,23 %. Contudo, ndo ha na literatura

parametros pré-estabelecidos para esta avaliacdo, de modo que apesar de ser um dado
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relevante na construcdo da qualidade do insumo, trata-se de um ensaio apenas de carater

informativo.

Os dados referentes a avaliacao fisico-quimica obtidos neste estudo séo inéditos
para este tipo de composto quimico, visto a auséncia de legislacdo, conferindo um dado
adicional para a garantia da isencao de riscos a saude de seu consumidor. Embora essa
rotina ndo seja exigida pela legislacado da area de alimentos, entende-se que estes testes
devam ser adicionados as exigéncias laboratoriais de avaliacdo de registros de alimentos
funcionais/nutracéuticos, uma vez que eles sdo usados como compostos para fins

terapéuticos.

A andlise da qualidade microbioldgica tem a fun¢cdo de determinar a concentracgéo,
em unidades formadoras de colénia (UFC/g), de bactérias mesobfilas, fungos e leveduras
presente em uma amostra. A alta carga microbiana em um produto influencia o seu tempo
de vida de prateleira, devido ao aumento da velocidade de sua deterioracdo. Agrega-se a
esta analise a pesquisa e identificacdo de microrganismos patogénicos, tais como
Salmonella sp, E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e bactérias Gram negativas
bile tolerantes, que ndo devem estar presentes no produto, ou, se presentes, estes devem
estar em quantidades limitadas (SIMOES et al., 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

O resultado do controle microbiolégico, realizado neste estudo com a Cacti-Nea™,
demonstrou que as amostras deste nutracéutico estavam de acordo com as especificacdes
da Farmacopeia Brasileira (2010), uma vez que foram encontrados MOs mesdfilos em
guantidades inferiores as especificadas pela legislacao brasileira vigente. Quanto aos MO

patogénicos, estes ndao foram observados em nenhum dos dos ensaios realizados.

5 CONCLUSAO

A constante busca da populacdo por alimentos funcionais demanda intensas
pesquisas na area de alimentos funcionais/nutracéuticos. O nutracéutico Cacti-Nea™
apresentou todos os parametros avaliados (ensaios fisico-quimicos e microbiol6gicos)
dentro das conformidades da legislacédo preconizada pela Farmacopeia Brasileira (2010).

Os ensaios de atividade antimicrobiana e antioxidante, além de corroborar o potencial
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promissor deste nutracéutico para fins terapéuticos, evidenciou um eficiente efeito
citoprotetor, provavelmente derivado de compostos fendlicos presentes nos frutos de O.

ficus indica, utilizados na producao deste nutracéutico.
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RESUMO

O consumo de produtos naturais e de alimentos funcionais, para o tratamento de desordens
e manutencdo da saude, tem crescido exponencialmente. A espécie Opuntia ficus-indica,
uma planta da familia Cactaceae de origem mexicana, popularmente conhecida como
figueira da india, é utilizada como alimento e na medicina popular. A Cacti-Nea™, um
liofilizado de O. ficus-indica, € um nutracéutico com propriedades diuréticas e antioxidantes,
especialmente indicado para o controle de peso corpéreo e protecéo celular contra danos
oxidativos ocasionados por radicais livres, que pode ser consumido em cépsulas ou em
sachés. Diante do alto consumo e das poucas informacdes toxicogenéticas deste produto,
este estudo teve como objetivo realizar tanto uma avaliacdo fitoquimica preliminar como
uma analise das atividades citotdxicas, genotoxicas e mutagénicas do nutracéutico Cacti-
Nea™, por meio do bioensaios com Allium cepa. Para o estudo fitoquimico foram realizados
ensaios qualitativos, quantitativos (polifenois totais) e atividade antioxidante. A avaliagao
dos efeitos citotéxicos, genotdxicos e mutagénicos foi realizada em células meristematicas
de A. cepa. Os resultados indicaram presenca de flavonoides, saponinas e taninos, 614,4
mg de polifenois totais + 0,0052 e atividade antioxidante, para todas as concentragdes
avaliadas. Diversas concentracdes induziram a inibicdo da germinacao das sementes de A.
cepa e as concentracdes de 0,008; 0,006; 0,004 e 0,002 g/mL promoveram uma diminuicao
na divisdo celular. Somente a concentracdo de 0,002 g/mL apresentou potencial
mutagénico, resultado que foi corroborado pela avaliacdo dos danos genotdxicos nas
células F1. Foi observado potencial genotdxico para as concentracdes de 0,006; 0,004 e
0,002 g/mL, onde o MN a anormalidade de maior incidéncia. O sistema teste A. cepa foi um
eficiente bioindicador utilizado neste estudo, se caracterizando como excelente teste para
um primeiro screening de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade do nutracéutico
Cacti-Nea, devido a sua confiabilidade e ao seu baixo custo.

Palavras-chaves: alimento funcional, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade;
atividade antioxidante.

Artigo a ser encaminhado para Toxicology Letters ISSN: 0378-4274
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1. INTRODUCAO

A atual preocupacédo de grande parte da populacdo humana é quanto a ingestéao de
alimentos saudaveis. Uma alimentagcédo saudavel € aquela cujos alimentos contém todos
0S nutrientes necessarios a saude e que, consequentemente, oferecem uma boa
gualidade de vida, por influenciar o bem-estar fisico e mental, o equilibrio emocional, a

prevencao de disturbios da saide e como complementar aos tratamentos de doencas.

Diversas espécies vegetais tém sido estudadas quanto as suas propriedades
nutracéuticas. A espécie Opuntia ficus-indica, uma planta da familia Cactaceae de
origem mexicana, popularmente conhecida como figueira da india, € utilizada tanto
como alimento quanto na medicina popular (STINTZING; CARLE, 2005; MILLER, 2007;
LEO et al., 2010). De porte arbustivo, frutifero, amplamente cultivado nas regiées semi-
aridas do mundo todo, apesar da sua enorme resisténcia a estiagem,
surpreendentemente suas raizes ndo ultrapassam os 30 cm. Esta planta suculenta e
ramificada, de porte arbustivo e de habito perene, apresenta caules carnosos, no qual
se inserem as suas flores e frutos (GONZALEZ; JARABO, 1990).

Na medicina popular, o uso dos seus frutos é indicado para a reducgéo dos niveis de
colesterol e da pressdo arterial, assim como para o tratamento de Ulceras, fadiga,
debilidade hepatica, afec¢des orais, psoriase, edema, dores musculares e reumaticas,
conjuntivites, atividade cicatrizante e anti-inflamatoéria. Essa planta é ainda usada em
formulacbes de cosméticos e na fabricacdo de racdo animal (GALATI et al., 2001;
CUNHA, SILVA, ROQUE, 2003; VALENTE et al., 2010).

A empresa Bio Serae Laboratories desenvolveu, a partir dos frutos de O. ficus-indica,
um nutracéutico denominado de Cacti-Nea™, que apresenta, segundo a empresa,
propriedades diuréticas e antioxidantes, especialmente indicado para o controle de peso
corporeo e para a protecdo celular contra danos oxidativos ocasionados por radicais

livres, podendo ser consumido em capsulas ou em sachés (GALENA, 2006).

Apesar de O. ficus-indica ser uma espécie recomendada para consumo por possuir
compostos bioativos e propriedades relacionadas a nutricdo, a saude e ao tratamento
de doencas (EL-MOSTAFA et al.,, 2014), ndo existem estudos para assegurar 0

consumo do produto comercial, quanto a sua toxicidade.
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Popularmente, inUmeras espécies vegetais sdo utilizadas na prevencdo e no
combate a doencas, embora os estudos que comprovem a seguranca em sua utilizacéo,
principalmente em usos subcrénicos e cronicos, sejam escassos. Diversos autores ja
evidenciaram acdes citotoxicas e genotdxicas de compostos vegetais, que podem estar
associadas ao desenvolvimento de tumores (AMES, 1983; SIMOES et al., 2007;
ELGORASHI et al., 2003).

O sistema-teste Allium cepa € recomendado para avaliagfes toxicoldgicas de
inUMERs quimicos, sendo validado como um bom bioindicador pela Organizacéo
Mundial da Saude, pelo Programa Ambiental das Na¢Bes Unidas e pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (MAURO et al., 2014). O referido bioindicador
€ utilizado e aceito para o estudo da toxicidade de plantas medicinais, sendo as
alteracdes no ciclo celular e as alteragcdes cromossdémicas das células meristematicas
radiculares frequentemente usadas para alertar a populacdo sobre a seguranca de
consumo de produtos usados na medicina popular (VICENTINI et al., 2001).

Os ensaios com A. cepa permitem avaliar, concomitantemente, a toxicidade,
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de determinados compostos, sejam
estas amostras ambientais ou produtos naturais (LEME; MARIN-MORALES, 2009).
Apesar de serem recomendados testes com mamifers, in vivo ou in vitro, o teste com A.
cepa pode evidenciar, seguramente, os efeitos primarios de produtos naturais, por
apresentar baixo custo e alta sensibilidade e correlacdo com outros testes (teste de
Ames e teste de carcinogenicidade em roedores — RANK; NIELSEN, 1994, sistema-
teste com mamifers — CHAUHAN et al., 1999; sistema-teste com linfécitos humanos —
FISKESJO, 1985).

Contudo, um dos principais desafios na validacéo de fitoterapicos e seus compostos
derivados € a toxicidade que essas substancias podem apresentar. Sendo assim, é
necessario que se esses produtos sejam bem avaliados por experimentos pré-clinicos
(OBIRO; ZHANG; JIANG, 2008; PEREIRA et al., 2012), para a certificacdo de que néo

desencadeiam no consumidor reacdes adversas ao seu proposito.

A Cacti-Nea é apresentada na forma de suplemento alimentar, cuja indicacdo de
dosagem varia de 500 a 2000 mg/dia. Os frutos de Opuntia ficus indica, sdo categorizados

como alimento funcional, devido ao seu potencial terapéutico (EL-RAZEK et al., 2017;
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PATEL, 2013). No entanto, nenhum dos trabalhos realizados com a Cacti-Nea, aborda uma

avaliagcdo toxicogenomica, desse nutracéutico.

Diante das evidéncias de alto uso da Cacti-Nea™ e dos poucos estudos toxicogenéticos
realizados com esse conhecido nutracéutico, o objetivo do presente estudo foi realizar uma
caracterizacdo fitoquimica do produto comercial e avaliar suas atividades citotoxicas,

genotodxicas e mutagénicas, por meio de bioensaios com Allium cepa.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

A Cacti-Nea™, um nutracéutico a base de Opuntia ficus-indica produzido pela
empresa Bio Serae Laboratories e comercializada pela Galena Quimica e Farmacéutica
(lote 1608029502), foi avaliada neste estudo, quanto a sua caracterizagao fitoquimica e ao
seu potencial toxicogenético, para diferentes concentracdes que estdo, devidamente,

especificadas a seguir, na descricdo de cada ensaio realizado.

A avaliacdo do potencial toxicogenético da Cacti-Nea™ foi realizada com as
sementes de Allium cepa da marca ISLA® (variedade baia Periforme), adquiridas junto a
Empresa ISLA®.

2.2. Caracterizacao fitoquimica

Para a caracterizacdo fitoquimica do extrato seco do fruto de O. ficus indica, foram
realizados testes classicos de identificacdo dos principais grupos de principios ativos
(HARBONE, 1998; MELLO; PETROVICK, 2000 e FALKENBERG et al., 2003): flavonoides
(reacdo de Shinoda, reacdo com cloreto férrico e reacdo com cloreto de aluminio);
saponinas, cardiotdnicos (reacdo de Liebermann-Burchard, reagdo de Balje, reagdo de
Keller-Kiliani e reacdo de Kedde); antraquinonas, taninos (reacdo com gelatina, cloreto
férrico e acetato de chumbo); e alcaloides (soliveis em meio acido e meio basico: reacdes
de Dragendorff, Bertrand, Valser-Mayer e Bouchardat). Para determinag¢ao das saponinas,

foi averiguado o indice de espuma.
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2.2.1. Determinacédo do teor de fendis totais

Uma amostra equivalente a 0,750 g de extrato vegetal foi transferida para
Erlenmeyer com 150 mL de agua, para compor a solu¢cdo méae. Esta solucdo foi mantida,
durante 30 min, em banho-maria a temperatura entre 80 e 90°C. Para a determinacao de
compostos fendlicos totais, 5,0 mL da solugdo mée foram diluidos, em bal&o volumétrico
de 25 mL, com &gua purificada. Em seguida, 2 mL dessa solugéo foram transferidos para
um baldo volumétrico de 25 mL, onde foram adicionados 1 mL de solucdo de &cido
fosfotingstico R (Reagente fendlico de Folin-Ciocalteau 2M) e 10 mL de agua purificada. O
volume do baldo foi completado com solucdo de carbonato de sédio a 14,06 %. Apoés a
adicdo da ultima solucdo e de um periodo de descanso de 30 minutos, foi medida a
absorbancia a 691 nm, utilizando dgua como branco (GLASL, 1983). O teor de fendis totais

foi expresso em mg de &cido galico por grama de amostra (MOYER et al., 2002).

2.3. Avaliacéo da atividade antioxidante

Para avaliacdo da atividade antioxidante, foi realizado o ensaio de atividade
antioxidante com 2,2 difenil- 2-picril-hidrazil (DPPH). O DPPH é um radical livre estavel com
falta de um elétron em sua estrutura, usado para testar o potencial de doac¢éo de elétrons
de outros compostos, como, os compostos fendlicos. Uma substancia ao doar um elétron
para o DPPH, faz com que este mude sua cor, permitindo o monitoramento da reacao em

espectrofotometro.

O espectrofotdbmetro foi calibrado com metanol (MeOH), na faixa de absorbancia de
517 nm. Foi construida uma curva de calibracédo pelo padrdo de quercetina, que foi diluida
em MeOH para a obtencédo de diferentes concentracdes (5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e
160,0 pg de quercetina/mL de metanol). As diferentes concentracdes da amostra de Cacti-
Nea™ e as solugdes do padrao de quercetina foram submetidas ao mesmo protocolo:
adicao de 1,0 mL da amostra em 2 mL da solugdo de DPPH (4 mg de DPPH em 100 mL de
MeOH). Apos este procedimento, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente,
protegidas da luz, por 30 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 517 nm.
Para a leitura do branco (Ao), foram adicionados 2 mL de solu¢cdo de DPPH em 1 mL de
MeOH (DENG; CHENG; YANG, 2011; SCHERER; GODOY, 2009). Os calculos foram

baseados na Equacéo 1:
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Ar — A
%A = @ =8 x 100
Ao

Equacao 1: Férmula para determinacéo da atividade antioxidante.
Onde: %A = variagado da absorbancia.

Ao = Absorbancia do DPPH em metanol.

A = Absorbéncia da amostra apds 30 minutos de reacéo.

Os valores de absorbancia obtidos foram plotados em um gréfico de variacdo da

absorbancia (%A) pela concentracdo da amostra.

2.4. Germinacao das sementes de Allium cepa

Neste ensaio, foram utilizadas 100 sementes de A. cepa, da variedade Baia
periforme, para a avaliagdo do potencial toxico, citotoxico, genotoxico e mutagénico de
diferentes concentracdes do nutracéutico Cacti-Nea™. As 100 sementes foram submetidas
a germinacdo em temperatura controlada 22,0 + 2,0 ‘C, em placas de Petri, contendo,
individualmente, as diversas concentra¢cdes do nutracéutico Cacti-Nea™: 1,000; 0,500;
0,250; 0,120; 0,060; 0,030; 0,010; 0,008; 0,006; 0,004; 0,002 g/mL. O controle positivo foi
realizado com o MMS (metil metanosulfonato - substancia de acdo clastogénica), na
concentracdo de 10 mg/mL (RANK; NIELSEN, 1997) e o controle negativo com agua
ultrapura.

Apés o periodo de exposicado das sementes, foi determinado o potencial fitotoxico da
Cacti-Nea™, pelo indice de Toxicidade, obtido pelo calculo da taxa das sementes
germinadas. A partir deste indice, houve a selecdo das concentracdes de menor efeito
toxico, para serem utilizadas nas demais avaliagfes. Todo o experimento foi desenvolvido

em duplicata.

2.5. Confecc¢éo das laminas de A. cepa.
Apéds a germinacdo das sementes, quando as radiculas atingiram cerca de 1,5 cm
de comprimento, elas foram coletadas e fixadas em Carnoy (3:1, v/v de etanol/acido

acético). Depois de fixadas, as radiculas foram submetidas a hidrélise acida em HCI 1N,
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por 11 minutos, seguido pela exposi¢ao ao reativo de Schiff, para se estabelecer a reacao
de Feulgen (MELLO; VIDAL, 1978). As regibes meristematicas e F1 das raizes foram
seccionadas em lamina e contra coradas com carmim acético a 2 %, para proporcionar uma
melhor avaliacdo dos limites celulares. O material da lamina foi suavemente esmagado
entre lamina e laminula. As laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas
montadas em resina sintética (Entellan®). O material foi analisado em a objetiva de 40X, em

microscoépio de luz (Olympus®, modelo CH40).

2.6. Avaliacédo dos efeitos citotoxicos, genotdoxicos e mutagénicos em A. cepa

Para a avaliagdo dos potenciais citotoxico, genotdéxico e mutagénico, foram
analisadas 5.000 células meristematicas para cada tratamento. O mesmo numero de
células foi analisado para o controle negativo e o controle positivo.

A citotoxicidade foi verificada pela analise de alteracbes celulares indicativas de
morte celular (indice de citotoxicidade - ICit) e pela alteracao no indice mitético (IM), obtido
segundo a equacdo: IM = (numero de células em divisdo / nimero total de células
observadas) x 100.

A avaliacao da genotoxicidade foi baseada na quantificacdo das células portadoras
de alteragbes cromossdmicas ou nucleares, tais como C-metafase, aderéncia
cromossbmica, anafase e teléfase multipolares, células com ponte e/ou perda
cromossOmica, broto nuclear, dentre outras. O indice de genotoxicidade (IGen) foi obtido
pela formula: 1Gen = nimero de células portadoras de alteracdes cromossdmicas e
nucleares/numero total de células observadas) x 100.

A andlise do potencial mutagénico foi obtida pelo indice de mutagenicidade (IMut),
dada pela frequéncia de ocorréncia de células portadoras de micronucleos (MN), calculado
pelaformula: IMut = ndmero total de células com MN/numero total de células observadas)
x 100.

Ainda, com o intuito de verificar a possivel fixacdo dos danos observados nas células
meristematicas, foram contabilizados os MN presentes em células da regido F1 dos
meristemas radiculares, para a determinacéo do indice de mutagenicidade (IMut-F1). Para
a obtencdo deste indice, seguiu-se a mesma férmula mencionada o MN da regiao

meristematica.
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2.7. Testes estatisticos

Os valores obtidos ap0s exposicdo as diferentes amostras foram comparados com
os valores do controle negativo, bem como entre as amostras correspondentes, por meio
de testes estatisticos adequados. Primeiramente, foi avaliado o padréo de distribuicdo dos
resultados obtidos para cada um dos critérios de analise de toxicidade, por meio do teste
de normalidade de D’Agostino & Pearson (p < 0,05). Quando os resultados apresentaram
distribuicdo normal, foi utilizado o teste paramétrico ANOVA um critério, seguido pelo teste
de comparacdo multipla de Holm-Sidak (p < 0,05). Por outro lado, quando estes ndo
apresentaram padrdo normal de distribuicdo, foi utilizado o teste n&o-paramétrico de

Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdo multipla de Dunn (p < 0,05).

3. RESULTADOS
3.1. Caracterizacao fitoquimica

De acordo com a literatura, os frutos de O. ficus-indica sdo ricos em minerais e
compostos fitoquimicos, os quais tornam este fruto um alimento funcional, que apresenta
um potencial para seu emprego como nutracéutico (BISSON et al., 2010). Na Tabela 1 esta
apresentada a caracterizacao fitoquimica do nutracéutico Cacti-Nea™, no qual se pode
observar a presenca de metabdlitos secundarios do tipo flavonoides, saponinas e taninos

bem como a auséncia de antraquinonas e glicosideos cardiotonicos.
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Tabela 1: Caracterizacao fitoquimica do extrato de Opuntia ficus-
indica, na forma comercial Cacti-Nea™.

Metabdlitos secundérios Identificac&o de presenca
Flavonoides +

Saponinas + (espuma = 0,50+0,0023 cm)
Taninos +

Alcaloides -

Antraquinonas -
Cardiotonicos -
- auséncia, + presenca

3.2. Determinacéo do teor de fendis totais

O teor de fendis totais foi expresso em mg de 4cido galico por grama de extrato. Para
quantificacéo foi realizada uma curva de calibragcdo do acido galico (r? = 0,9914), utilizada

para a obtencédo da equacgéao da reta.

Para determinacé&o do teor de fendis totais, foram realizadas, em espectrofotémetro,
leituras de 3 amostras distintas do extrato da Cacti-Nea™, o que gerou trés valores, que

foram aplicados na férmula de calibragcdo, conferindo um valor médio de 614,4 +0,0052

mg/g.

3.3. Avaliacdo da atividade antioxidante

Segundo Moon e Shibamoto (2009), o método de avaliagdo de atividade antioxidante
pelo DPPH é utilizado em mais de 90 % dos estudos, servindo para substancias puras,
misturas ou matrizes complexas. Para avaliacdo antioxidante pela técnica do DPPH, foram
analisadas as concentracdes de 0,002; 0,004; 0,006 e 0,008 g/mL de Cacti-Nea™,

utilizando-se a quercetina como padrdo para confecgéo da curva de calibracdo (r°=0,9958).

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos pela avaliacido da atividade antioxidante
das concentragOes testadas da Cacti-Nea™. Foi observado que a atividade antioxidante da
Cacti-Nea™ é diretamente proporcional ao aumento da concentragéo do extrato do fruto de

O. ficus indica.
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100 -

75

A%

25

D-
0,002 0,004 0006 0008 CN CP
g/mL

Figura 1: Resultados obtidos pela avaliacédo da
atividade antioxidante de diferentes
concentragbes de Cacti-Nea ™. * p
<0.0001 ANOVA, seguido do pos —
teste de Tukey. CN: branco e CP:
quercetina a 0,002 g/mL.

3.4. Avaliacao dos efeitos toxicos, citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos da Cacti-

Nea™ pelo teste de A. cepa

O presente estudo traz resultados sobre a avaliagdo da toxicidade, citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade do nutracéutico Cacti-Nea™, realizada com o organismo-
teste Allium cepa.

Para avaliar o efeito toxico da Cacti-Nea™, sementes de A. cepa foram expostas em
11 diferentes concentracdes do nutracéutico. A Tabela 2 traz as taxas de germinacao para

as concentracoes avaliadas.
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Tabela 2: Taxa de germinagao de sementes de Allium
cepa expostas as diferentes concentracdes
de Cacti-Nea™.

E;c;rr:l:jntragéo Taxa de Germinacgéo (%)
1,000 0,00 + 0,0000*
0,500 0,00 + 0,0000*
0,250 0,00 + 0,0000*
0,120 33,25 + 0,0100*
0,060 62,10 £ 0,0170*
0,030 66,07 + 0,0100*
0,010 72,08 + 0,0660*
0,008 75,17 + 0,0050*
0,006 83,24 + 0,0020*
0,004 83,15 £+ 0,0005*
0,002 83,21 + 0,0020*
CP 35,70 + 0,0084
CN 94,8 + 0,0210

*efeito toxico (viabilidade < 75%); CN: controle negativo; CP:
controle positivo;* significativo em relacdo ao CN (ANOVA-
Holm-Sidak — p< 0,05).

Resultados ¢ Disoussio

Pelos resultados obtidos, é possivel avaliar que as maiores concentracdes testadas
do nutracéutico foram as que apresentaram maiores efeitos toxicos (1,000; 0,500;
0,250 g/mL - Tabela 2), o que levou a uma inibicdo total da germinagcdo. Ja as
concentragfes intermediarias (0,120; 0,060; 0,030; 0,010 g/mL) apresentaram efeitos
toxicos moderados, que ainda ndo foram satisfatorios para a continuidade das avaliacoes.

As demais concentracdes (0,008; 0,006; 0,004; 0,002) apresentaram indices de geminacéo
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e iguais ou superiores a 75% e, portanto foram, selecionadas para serem utilizadas nas

demais avaliagoes.

Como néo houve registro de células com caracteristicas de processo de morte, ndo
serdo apresentados resultados para este critério de avaliacdo, sendo apenas o indice
mitoético (IM) considerado para o parametro de citotoxicidade. Assim, pode-se observar que
as concentracdes 0,002, 0,004, 0,006 e 0,008 g/mL induziram indices de divisdo celular

inversamente proporcionais a concentracao testada (Figura 5 A).

Em relacdo ao critério de avaliacdo de genotoxicidade, conforme apresentado na
Figura 5 (B), todas as concentracdes avaliadas evidenciam o efeito genotoxico pela Cacti-

Nea™,

300 -

2004

Mitotic indices

nuclear abnormalities
(%)
w

Frequeny of
chromosomal and

CN CP 0.002 0.004 0.006 0.008
CN CP 0.002 0.004 0.006 0.008 Concentration (g/mL)

Concentration (g/mL)

Figura 5: A: indices mit6ticos (IM) obtidos pela germinacdo de sementes de Allium
cepa expostas a diferentes concentragfes de Cacti-Nea™. B: Frequéncia de
anormalidades cromossO6micas e nucleares (IGen) obtida apés a exposi¢céo
de Allium cepa as diferentes concentragcdes de Cacti-Nea™. CN: controle
negativo; CP: controle positivo; * significativo em relacdo ao CN (ANOVA-Um
critério/Holm-Sidak — p < 0,05).

A Tabela 3 apresenta as frequéncias das alteragcdes cromossdémicas e nucleares
observadas em células meristeméticas de Allium cepa expostas a germinacdo em
diferentes concentracbes de Cacti-Nea™. As principais anormalidades registradas nesta

avaliacdo foram o broto nuclear e a ponte cromossdémica.
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Tabela 3: Frequéncia e desvios padréo das alteracbes cromossdmicas e nucleares observadas em
meristemas radiculares de Allium cepa expostos em diferentes concentracdes de Cacti-

Nea™.
Concentracao (g/mL)
CN CP
0,002 0,004 0,006 0,008
Broto Nuclear 0,00+£0,00 0,43*+1,98 0,82*+0,10 0,52*+0,70 0,44*+0,79 0,34*+0,95
Célula Poliploide 0,00+0,00 0,12+0,98 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00z 0,00
Aderéncia 0,06+0,89 0,14+0,88 0,00+0,00 0,03+0,90 0,07+092 0,05+0,95

Cromossomica
Ponte Cromossdmica 0,02+1,24 0,96*+0,10 0,80*+1,27 0,68*+0,85 0,56*+0,79 0,40*+0,82

Perda Cromossdmica  0,04+099 0,18+148 0,29+1,08 0,38+0,85 0,31+0,84 0,20+ 0,87

Valores expressos em porcentagem (%). CN: controle negativo; CP: controle positivo. * significativo em relagdo ao
CN (ANOVA-Um critério/Holm-Sidak — p < 0,05).

Em relacdo a avaliacdo de mutagenicidade nas células meristematicas de A. cepa,
as duas menores concentracbes testadas (0,002 e 0,004 g/mL) de Cacti-Nea™

apresentaram potencial mutagénico (Figura 6A).
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CN CP 0.002 0.004 0.006 0.008

CN CP 0002 0.004 0006 0.008 Concentration (g/mL)
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Figura 6: A: Frequéncia de células micronucleadas (IMut) obtida apds a exposicdo de Allium cepa as
diferentes concentra¢cdes de Cacti-Nea™. B: Frequéncia de células micronucleadas
presentes na geracdo F1 (IMut-F1), obtidas apds a exposicdo de Allium cepa as diferentes
concentracdes de Cacti-Nea™. CN: controle negativo; CP: controle positivo; * significativo em
relacdo ao CN (Kruskal-Wallis/Dunn — p < 0,05).

Para a maior seguranca na certificagdo do potencial mutagénico do nutracéutico
Cacti-Nea™, foi também avaliada neste estudo, a frequéncia de células F1 portadoras de

MN, conforme metodologia descrita por Ma et al.(1995). Pelas andlises das células F1 de
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A. cepa, € possivel estimar se houve a fixacdo de danos genotéxicos (MN) induzidos pelo
nutracéutico. Conforme apresentado na Figura 6 (B), somente a concentracdo de
0,002 g/mL apresentou potencial mutagénico, corroborando os resultados encontrados nas

células meristematicas.

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Durante um longo periodo, os farmacos eram obtidos inteiramente de fontes naturais,
derivados de plantas, animais e/ou matéria inorganica. Atualmente, ha no mundo, inclusive
no Brasil, varias linhas de pesquisa que investigam novas terapias, tecnologias e farmacos
para o tratamento de varias doencas, como a obesidade e o cancer. De acordo com
Alvarenga et al.(2014), compostos obtidos em vegetais podem se caracterizar como
alternativas inovadoras e alvos potenciais para o aprimoramento dessas novas terapias.
Dentre estes compostos, a Cacti-Nea™ apresenta um potencial para ser utilizada como
nutracéutico, auxiliando no combate de varias enfermidades, assim como no controle da

obesidade.

A partir da caracterizacdo fitoquimica da amostra comercial de O. ficus-indica, foi
possivel identificar alguns compostos polifendlicos no nutracéutico preparado com frutos
desta planta. Outros estudos também demonstraram a presenca de metabdlitos
secundarios, como o0s polifenois e polifenos totais (HARBONE; WILLIAMS, 2000),
flavonoides, taurinas, saponinas, rutina e betalaina na espécie O. ficus indica (GALATI et
al., 2003; TESORIERE et al., 2005; ISHURD et al., 2010) diversos estudos correlacionam
a concentracao de fendis totais com a capacidade de sequestrar radicais livres (atividade
antioxidante) (ISHURD et al., 2010).

Pelos resultados fitoquimicos preliminares aqui apresentados, foi possivel observar
gue a dosagem de polifenois do nutracéutico é superior aos niveis encontrados no fruto in
natura, conforme demonstrado por Melgar et al.(2017). Estes autores quantificaram
polifenois totais em duas variedades de Opuntia ficus-indica (var. gialla e var. Sanguigna)
e encontraram, valores de, 3,26 e 3,7 mg/g, respectivamente para elas, que ficaram muito
abaixo dos 614,4 mg/g encontrados na Cacti-Nea™. Este dado pode ser justificado pela
técnica de obtencdo deste produto comercial, na qual os frutos sdo higienizados e

prensados de modo a se obter o sumo. Na sequéncia, o sumo é clarificado, evaporado,
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pasteurizado e associado a goma de acacia, para entdo ser transformado em pé pela
técnica de spray-dryer (BISSON et al.,, 2010). Conforme observado, tal processamento

tecnoldgico leva a um aumento da concentracdo dos ativos presentes no nutracéutico.

Os polifenois sdo os metabdlitos secundarios vegetais mais estudados, pois séo
relacionados com a prevencdo de danos ao DNA causados por agentes cancerigenos ou
induzidos por radicais livres (GALATI et al., 2003; TESORIERE et al., 2005).

O estresse oxidativo é um evento relacionado a enzimas, como a glutationa
peroxidase, glutationa redutase, lipoxigenase e xantina oxidase, cujas concentracdes
celulares podem ser alteradas em uma situacao de desequilibrio entre compostos oxidantes
e antioxidantes (ALIA et al., 2006; CURTI et al., 2017). Kunst et al.(2014) afirmam que o
processo de morte celular, principalmente de forma programada, tem inUmeras funcées nas
plantas, tais como representar processos de senescéncia das células e os tecidos ou se

apresentar como um mecanismo de defesa, contra um dano induzido no organismo.

Em uma avaliacdo dos sucos obtidos a partir dos frutos de nove espécies de Opuntia
sp., Chavez-Santoscoy et al.(2009) observaram efeito citotéxico frente a linhagens de
células cancerigenas de colon e de prostata, o que corrobora com as observacdes obtidas
no presente trabalho, onde algumas concentracfes se mostraram citotoxicas para o

organismo indicador A. cepa.

Os dados obtidos no presente estudo indicam que quanto maior a concentracao das
solucdes de CactiNea™, menor € o indice mitético, o que corrobora com trabalhos com os
frutos de O. ficus indica (Chavez-Santoscoy et al.,2009). Ao avaliar o potencial genotoxico
guanto maior a concentracdo dos tratamentos menor € o potencial genotoxico, com maior

frequéncia de brotos e pontos cromossdémicas.

O mesmo comportamento € observado na frequéncia de células micronucleadas,
onde o dano fixado nas células F1. Desta forma pode-se sugerir que as concentracdes da
solucédo de Cacti-Nea™, diminuem o potencial de divisdo celular, contudo estudos sobre as

vias celulares envolvidas neste processo devem ser avaliadas.

Os dados também demonstraram que o sistema teste Allium cepa se caracterizou
em um bioindicador eficiente para um primeiro screening de citotoxicidade, genotoxicidade

e mutagenicidade do nutracéutico Cacti-Nea™, tanto pela confiabilidade do teste como pela
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boa correspondéncia com sistemas teste de mamifero (RANK & NIELSEN, 1994;
CHAUHAN et al., 1999). Esse teste ainda tem a vantagem de ser de baixo custo, o que
viabiliza a sua aplicacdo para os mais diversos fins. Desta forma, esse teste tem um bom
potencial para ser aplicado em avaliacbes de possiveis riscos conferidos pelo consumo
irracional de nutracéutico, sendo, consequentemente, também interessante para avaliacdo

de toxicidade da Cacti-Nea™.
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RESUMO

O nutracéutico Cacti-Nea™ é produzido a partir dos frutos da espécie Opuntia ficus-
indica, sendo indicado para o controle de peso e protecdo celular contra danos oxidativos
ocasionados por radicais livres. O objetivo deste estudo foi quantificar os teores de
betalainas e avaliar o potencial citotoxico, genotoxico, mutagénico e de inducdo de estresse
oxidativo da Cacti-Nea™ na linhagem celular HepG2. Foram realizados os ensaios de
guantificacdo de betalainas, de viabilidade celular (MTT), do ensaio cometa, do teste do
micronucleo com bloqueio de citocinese (MN), do indice de Proliferacdo com Bloqueio de
Citocinese (IPBC) e de estresse oxidativo, para as enzimas SOD, GST e GSH e para as
espécies reativas ndo enzimaticasTBARS. Os resultados indicaram que as maiores
concentracfes testadas do nutracéutico apresentaram um potencial citotoxico para a
células HepG2, teste este (MTT) que serviu para selecionar as concentracdes a serem
utilizadas nos demais testes. Nenhuma concentracéo testada nos testes do cometa e do
MN apresentaram potencial genotoxico e mutagénico. Os ensaios de IPBC, mostraram
haver um padréo concentracao inversamente-dependente de agao antiproliferativa celular.
As concentracOes estudadas ndo alteraram os mecanismos de defesa antioxidante das
células, com excecdo do sistema enzimético GST, indicando uma provavel via metabdlica
de detoxificagdo do nutracéutico. Os resultados obtidos neste estudo sugerem um possivel
potencial antiproliferativo para este nutracéutico. Contudo, para a comprovacao desta acéo,
ha necessidade de realizacdo de mais estudos com esse nutracéutico, que devem ser
realizados tanto em testes in vivo como in vitro.

Palavras-chaves: células HepG2, teste do micronulcleo, ensaio cometa, estresse oxidativo,
etnomedicina.

Artigo a ser encaminhado para Food and Chemical Toxicology. ISSN: 0278-6915
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1. INTRODUCAO

Alimentos funcionais e nutracéuticos tém despertado a atencdo tanto dos
profissionais da area da saude como da populacao, devido ao seu potencial terapéutico. O
fruto de algumas espécies de cactos se mostram candidatos promissores para uso
medicinal, devido & sua composicdo rica em minerais, fibras e compostos antioxidantes.
Dentre as espécies da familia Cactaceae, Opuntia ficus indica, popularmente conhecida
como palma-forrageira ou figueira da india (LEO et al., 2010) e seus frutos como nopal, figo
da india e maca cacto (PATEL, 2013), é usada como alimento pelos indigenas dos EUA e
pela populacdo mexicana. Seu emprego, contudo, ndo se restringe a alimentagcdo, mas
também a etnomedicina, sendo usada como anti-inflamatorio, antiasmastico, diurético,
cardiotdnico e para tratamentos de Ulceras e diabetes (WOLFRAM et al.2003; ENNOURI et
al., 2006; CHIACCHIO et al., 2006). Almeida Neto et al.(2005), em seus estudos realizados

com ratos, observaram que esta planta ndo apresenta potencial mutagénico.

Os frutos de O. ficus indica entram na categoria de alimentos funcionais, devido ao
seu reconhecido potencial terapéutico (EL-RAZEK et al., 2017; PATEL, 2013). Embora haja
descricOes de indicacdo de uso desses frutos como agentes protetivos contra distlrbios
fisioldgicos, tais como efeito citoprotetor (GALATI, et al., 2003), hepatoprotetores (GALATI,
et al., 2005) e protetor do teCido endotelial (GENTILI et al., 2004), Gonzalez-Ponce et

al.(2018) ja evidenciaram uma acédo antiproliferativa para varios tipos de células tumorais.

A Cacti-Nea™ é um desidratado de extrato aquoso de frutos de O. ficus indica, que
se apresenta sob a forma de p6 de coloracdo ambar a vermelho, solivel em agua e
naturalmente rico em betalainas (BISSON et al., 2010). Até o momento, ndo existe nenhum
estudo que investigue e ou comprove o potencial toxicogenético de produtos comerciais

derivados do fruto de O. ficus indica.

Alguns autores evidenciaram acfes citotdxicas, genotdxicas e mutagénicas de
compostos vegetais, que podem estar associados ao desenvolvimento de tumores (AMES,
1983; ELGORASHI et al., 2003; ALMEIDA-NETO et al., 2005; SIMOES et al.2007).

Os produtos de plantas, utilizados na medicina popular, muitas vezes sao
considerados seguros, porém, eles ndo estdo livres de desencadear efeitos adversos ao
seu consumidor, principalmente em longo prazo. Muitos efeitos toxicos podem nao ser

detectaveis de imediato, portanto, de dificil correlagdo com a sua causa. Dentre os efeitos
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gue se instalam em longo prazo, estéo os induzidos por agentes carcinogénicos (ERNEST,
2000; SCHULZ et al., 2002; DE-ALMEIDA et al., 2005; WHO, 2007). Por esta razao,
Almeida-Neto et al.(2005) sugerem que os produtos naturais usados para fins terapéuticos,
devam também passar por uma avaliacao toxicogenética, para uma melhor investigacéo de

seus possiveis efeitos adversos.

Para a avaliacéo toxicogenéticas, 0s ensaios do cometa e do micronucleo (MN) sédo
0s mais utilizados. Esses testes, além de serem recomendados para a investigacdo das
carcateristicas genotoxicas de um agente quimico, também sao indicados para certificacdo
de inoquidade para a obtencdo de registro de novos produtos quimicos, que entram
anualmente no mercado mundial (SBMCTA, 2004).

O ensaio do cometa permite evidenciar danos genotéxicos, em células individuais
(LEE;STEINERT, 2003), como quebras de fita simples ou dupla na molécula de DNA e
danos oxidativos em células eucaridticas (SINGH, et al., 1988; FAIRBAIRN; OLIVE; NEILL,
1995). Este teste também responde a quebras no DNA promovidas pelo préprio
mecanismos de reparo da célula (WHITE & RASMUSSEN, 1998). Complementando o
ensaio do micronucleo (MN) é indicado para avaliar o potencial mutagénico de um agente.
Por isso, os produtos comercializados derivados de vegetais, como a Cacti-Nea™, devem
passar pelos testes do cometa e do MN, antes de serem disponibilizados para a populacao
em geral (DE-ALMEIDA et al., 2005).

Outra analise que vem sendo utilizada para avaliar efeitos adversos de compostos
qguimico de diversas origens é a de inducdo do estresse oxidativo (EO). Essa andlise, avalia
a formacédo de espécies reativas (ERs), que excedem a capacidade de defesa antioxidante
e de reparo da célula (SIES, 1985), que tem como consequéncia 0 aumento de danos nas
biomoléculas celulares (DNA, lipidios, proteinas). Tais danos, quando ndo corrigidos,
comprometem o funcionamento da célula, contribuindo para processos patologicos e de
envelhecimento ou ainda de inducdo de morte celular por apoptose ou necrose
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006; MARQUES; MARREIRO, 2006).

Este estudo teve como objetivo realizar a quantificacdo de betalainas, avaliar os
potenciais citotdéxico, genotoxico e mutagénico bem como a possivel inducéo de estresse
oxidativo pelo nutracéutico Cacti-Nea™, por meio de analises realizadas, in vitro, com a

linhagem celular HepG2.

82



Resultados ¢ Disoussio

2. METODOLOGIA
2.1 Bioensaios com linhagem celular
Os bioensaios in vitro foram desenvolvidos com células de hepatocarcinoma humano

(HepG2 - ATCC® HB-8065™), obtidas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro. O
cultivo celular foi realizado em meio MEM (Meio Minimo Essencial de Eagle), suplementado
com 10 % de soro bovino fetal. Os frascos de cultivo celular (25 cm?), com ventilagéo, foram
mantidos em temperatura controlada de 37 °C, em estufa de CO2 (5 %) e umidade de 80
%.

2.2 Nutracéutico avaliado

Para realizacdo deste estudo, foi utilizado o nutracéutico comercial denominado
Cacti-Nea™, um desidratado de extrato aquoso de frutos de Opuntia ficus indica,
comercializado pela distribuidora Galena Farmacéutica® sob lote de no. 1608029502, com
validade 28/11/2018. Para a realizacdo dos bioensaios, a escolha das concentracdes foi
estipulada pelo informe técnico fornecido pela distribuidora do nutracéutrico (Galena
Farmacéutica®). Todas as concentracdes estudadas foram preparadas com meio de cultura
MEM, no momento da realizacdo dos bioensaios.

2.3 Quantificacdo de betalainas presentes no nutracéutico Cacti-Nea™

A concentragdo total dos pigmentos da classe das betalainas contidos na Cacti-
Nea™ foi avaliada de acordo com Cai et al.(2001). Para esta andlise, foram realizadas
diluicdes do nutracéutico em uma mistura de metanol e agua (80:20 v/v), de modo a obter
um valor de absorcédo entre 0,9>A>1,0. A leitura da solucéo foi feita em espectrofotbmetro
Bel UV M51 (Biovera®). Os comprimentos de ondas utilizados para as quantificacdes de
betaxantinas e betacianinas, obtidas pela aplicacéo da lei de Beer — Lambert, foram os de

484 e 535 nm, respectivamente.
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2.4 Teste do MTT, para avaliacdo da viabilidade de células HepG2 ao nutracéutico

Cacti-Nea™

A determinacdo da citotoxicidade da Cacti-Nea™ para as células HepG2, foi feita
pelo teste do MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide - CAS n. 298-93-1, Sigma), de
acordo com o protocolo estabelecido por Mosmann (1983), com algumas modifica¢des. O
teste foi realizado em placas de 96 pocos. Com pocos identificados como branco, foi
adcionado somente meio de cultura. Nos demais pocos, foram semeadas 2,34 x 104 células
da linhagen HepG2/poco, completando o volume do poco para 100 pyLde meio MEM,
suplementado com soro bovino fetal (10 %). A placa foi incubada por um periodo de 24 h.
Transcorridas as 24 h, o meio foi retirado e adicionado os tratamentos (200 pL por poco),
preparados com as diferentes concentracdes do nutracéutico Cacti-Nea™ (0,03; 0,01;
0,008; 0,006; 0,004 e 0,002 g/mL). O controle negativo (CN), foi realizado com meio de
cultura sem soro e o controle positivo (CP) com solucéo de Triton X-100 (1 %).

As placas foram incubadas por 24 h, ao término da incubacédo, os tratamentos foram
retirados dos pocos e adicionados 150 yLde MTT (1 x 10® mg/mL). A placa foi incubada,
novamente, por 4 h, e, na sequéncia, a solu¢do de MTT foi descartada, para ser adicionado,
em cada poco, 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO).

A leitura foi realizada em espectrofotometro com leitor de microplaca (Multiskan FC
— Thermo Scientific), filtro de 540 nm. Para dar o prosseguimento nos demais ensaios (MN,
cometa e de estresse oxidativo), foram selecionadas as concentracdes que apresentaram

viabilidade superior a 80%.

2.5 Ensaios de genotoxicidade, mutagenicidade
Para os ensaios de genotoxicidade e de mutagencicidade, as células HepG2 foram
expostas as concentracfes de 0,006, 0,004 e 0,002 g/mL do nutracéutico, determinadas
previamente pelo teste do MTT. O controle negativo foi realizado com meio MEM, associado
a 50 yL de PBS e o controle positivo com 50 pL da solucdo de MMS (4x10“ M). Os
tratamentos foram realizados em triplicata, por um periodo de 24 horas. Os resultados

obtidos foram comparados com o CN.
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2.6 Avaliacdo da genotoxicidade do nutracéutico da cacti-Nea™ pelo ensaio do cometa

O ensaio do cometa, realizado para avaliar o potencial genotoxico do nutracéutico,

foi feito de acordo com o protocolo estabelecido por Singh et al.(1988) e Tice et al.(2000),
com algumas modificacées. Foram semeadas 5 x 10° células por frasco de cultura de 25
cmz2, Os frascos foram incubados por um periodo de 24 h, para estabilizacdo das células.
Em seguida, as células foram expostas por 24 horas aos tratamentos. Ao término da
incubacéo, as células foram coletadas para avaliagdo do potencial citotoxico e genotoxico
do nutracéutico. As suspensdes celulares, obtidas da cultura, foram submetidas ao ensaio
de viabilidade celular com o azul de Trypan (Gibco). Para esta avaliagéo, foram misturados,
em criotubos, 20 uL da suspensao celular com 20 pL de Azul de Trypan, de acordo com a
metodologia descrita por Salvadori et al.(2003). Foram quantificadas 100 células por
tratamento, a fim de se obter o percentual de células vivas (brancas) e de células mortas

(azuis).

Ao finalizar a contagem da viabilidade celular, 20 uL de cada suspenséo celular
foram misturados com 120 uL de agarose de baixo ponto de fusdo a 37 °C, para a realizacao
do ensaio do cometa. A mistura foi disposta em laminas, previamente revestidas com
agarose normal, e recobertas com laminula. A remocéo das laminulas ocorreu apos o
resfriamento das laminas a 4 °C por, aproximadamente, 15 minutos, tempo este necessario
para a total solidificacdo do gel. Em seguida, as laminas foram expostas a solucdo de lise
(1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucéo de lise estoque), no escuro, a
4 °C, por um periodo minimo de 1 hora. Posteriormente, as laminas foram transferidas para
cuba de eletroforese e recobertas com tampao alcalino (NaOH 300 mM + EDTA 1 mM, com
pH>13) a 4 °C, por 20 minutos, para a deselicoidizacdo do DNA. A seguir, as laminas foram
submetidas a eletroforese a 39 V, 300 mA (~0.8 V / cm), durante 20 minutos. Transcorrido
esse tempo, as laminas foram neutralizadas com tampéo Tris (0,4 M cloridrato de Trizma,
pH 7,5) e fixadas em etanol absoluto. As laminas foram armazenadas a 4 °C, até o momento
da analise. As analises microscopicas foram realizadas em microscépio de epifluorescéncia
Leica, filtro B - 3 4 (excitagédo: i = 420 nm — 490 nm, barreira: | = 520 nm), por meio da
adicdo de 50 pL de GelRed® (15 pLde GelRed 10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1M, e
45 mL de agua destilada). Foram analisados, ao acaso, em objetiva de 40 x, 100 nucleoides
por frasco (duas laminas com 50 nucledides cada), e 3 frascos por tratamento, totalizando
300 nucledides/tratamento. Os danos no DNA foram estimados baseados na intensidade
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de DNA, medida pelo software Comet Assay IV. Os resultados foram submetidos ao teste
de normalidade Shapiro Wilk e, de acordo com a distribuicdo dos dados, realizado o teste
estatistico paramétrico ANOVA (p<0,05) pos hoc Dunnet.

2.6.1 Avaliacdo do potencial mutagénico da Cacti-Nea™ pelo ensaio do micronucleo
com bloqueio de citocinese

O ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese (MNBC), foi desenvolvido de
acordo com o protocolo descrito por Natarajan e Darroudi (1991), com algumas
modificacdes. Foram semeadas 1 x 10° células em frascos de cultura 25 cmz2, que foram
mantidos, para estabilizagcdo, por 24 h. Apés este procedimento, foi realizada a avaliagdo
de mutagenicidade, pelas células expostas aos tratamentos com as diferentes
concentracdes de Cacti-Nea™, por 24 horas. Decorrido este periodo, as células foram
lavadas com PBS, o meio foi trocado e adicionado 3 pg/mL de citocalasina B (CitoB). Os
frascos permaneceram neste tratamento, por 28 horas, para obtencdo de células
binucleadas. Em seguida, as células foram coletadas, tratadas com solucéo hiperténica de
citrato de sodio (0,01 %), fixadas com formol (40 %) e Carnoy. Para o preparo das laminas,
as células foram centrifugadas e a suspensao celular ressuspendida em 0,5 mL de Carnoy
e gotejada sobre laminas com um filme de 4gua gelada (4 °C). As laminas foram secas em

temperatura ambiente e coradas com Giemsa 5 % por 8 minutos.

As analises do ensaio do MN foram realizadas em microscopia de luz (objetivo de
100x), contabilizando 2.000 células binucleadas por frasco (duas laminas com 1.000 células
binucleadas cada), totalizando 6.000 células por tratamento. Dentre as células analisadas,
foram consideradas, as células binucleadas normais e as células binucleadas portadoras
de MN, pontes nucleoplasmaticas e/ou brotos nucleares. Os critérios utilizados para essas
analises foram os descritos por Fenech et al. (2000), onde séo selecionadas células
binucleadas com integridade das delimitacdes nucleares e citoplasmaticas, nucleos de

tamanhos similares n&o sobrepostos e com 0 mesmo padréo e intensidade de coloracao.

2.6.2 Alteracdo indice de Proliferacdo com Bloqueio de Citocinese (IPBC)
Outra avaliacdo realizada com as culturas celulares submetidas aos diferentes

tratamentos com Cacti-Nea™ e expostas a CitoB foi pelo indice de Proliferacdo com
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Blogueio de Citocinese (IPBC). Este indice, baseia-se na contagem de 500 células para
cada um dos frascos/tratameto (totalizando 1500 células/tratamento), indicando o nimero
meédio de ciclo celulares que as células passaram, durante o periodo de exposicdo a CitoB.
O IPBC é, de acordo com a OECD 487 (2012), utilizado para calcular a proliferacao celular,
cuja férmula est4 apresentada a seguir:

M1+ (2 X M2) + (3 X M3)

IPBC =
N

Onde:

M1 = células com 1 nucleo;

M2= células com 2 nucleos;

M3 = células com multinucleadas;

N = numero de células analisadas (OECD 487, 2012).

Os resultados obtidos neste ensaio foram submetidos ao teste de normalidade
Shapiro Wilk e a andlise de significancia foi realizada pelo teste estatistico paramétrico
ANOVA (p<0,05) pos hoc Dunnet, comparando os resultados nas células tratadas com os

resultados do CN.

2.6.3 Avaliacdo de inducao de estresse oxidativo pelo nutracéutico Cacti-Nea™
Os ensaios de estresse oxidativo foram realizados para mensurar as atividades das
enzimas de estresse oxidativo Superéxido Dismutase (SOD), Glutationa-S-Transferase
(GST), além dos niveis de Glutationa reduzida (GSH) e do nivel de peroxidacédo lipidica
(TBARS) induzidos, em células HepG2, apo6s tratamentos realizados com o nutracéutico
Cacti-Nea™. Foram semeadas 1 x 10° células em frascos de cultura, que foram
estabilizadas por 24 horas em estufa de CO:2 e expostas, posteriormente, as concentracdes
de 0,006; 0,004 e 0,002 g/mL de Cacti-Nea™. Ap6s esse periodo, as células foram lavadas
com PBS gelado, retiradas dos frascos com o auxilio de “scraper”, transferidas para

criotubos de 1,5 mL e armazenadas em nitrogénio liquido (LNz), para analises posteriores.

Para a realizacdo dos ensaios, as ceélulas foram retiradas do N2, colocadas em
recipiente com gelo e sonicadas em PBS, numa frequéncia de 25 %, durante,

aproximadamente, 10 segundos, por duas vezes, no aparelho SonicatorQSonica®. As
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analises (n=3) referentes aos ensaios de EO foram realizadas em placas de 96 poc¢os e 0s
valores quantificados em espectrofotometro (Infinite® M200 Pr6 — Tecan).

2.6.3.1 Avaliacao da Atividade da Enzima Superoxido Dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi avaliada pelo método de auto-oxidacéo do pirogalol, descrito
por Marklund e Marklund (1974), com algumas modificagbes. O ensaio foi realizado com 20
pLda suspenséo celular sonicada, 200 pLde tampéo TRIS- HCI 25 mM com EDTA 1 mM,
pH 8,5 e 20 pLde pirogalol 15 mM, incubados a 25°C, durante 10 minutos. A reacéo foi
interrompida pela adicao de 200 pLde HCI 1N e mensurada em espectrofotdmetro a 440
nm. A atividade foi expressa em unidades de absorbancia/minuto.

2.6.3.2 Avaliacao da atividade da Glutationa-S-Transferase (GST)

A avaliacdo da atividade da GST seguiu 0 método de Habig et al.(1974), com
algumas modificagdes. Neste ensaio, 20 pL da suspenséo celular sonicada, foi misturada
a 200 pL de tampéo fosfato 0,1 M, pH 7.4, 30 uL de GSH 0,1 mM e 20 uL de CDNB (1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno) a 0,1 mM. A leitura da absorbancia desta mistura foi monitorada,
minuto a minuto, por um periodo total de 5 minutos em espectrofotdmetro (Infinite® M200
Pr6 — Tecan 340 nm) e o resultado expresso em absorbancia/ minuto.

2.6.3.3 Avaliacao da atividade da Glutationa reduzida (GSH)

Para a analise da GSH, foram misturados 200 pL da suspenséo celular sonicada em
um mesmo volume de &cido tricloroacético 20 % (TCA), contento 1 mM EDTA. A mistura
permaneceu em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente, para precipitacdo das
proteinas, e, em seguida, foi centrifugada, por 5 minutos, a 4.500 rpm. Foi retirada do
sobrenadante uma aliquota de 100 pL, que foi adicionada a 100 pL de tampé&o TRIS- HCI
25 mM com EDTA 1 mM (pH 8,2) e, por ultimo, 20 uL de DTNB 10 mM (5-5"-dithiobis- (2-
nitrobenzoic acid)) (ELLMAN ,1959). A absorbancia (Abs) foi monitorada, em
espectrofotdbmetro, imediatamente apds a adicdo do DTNB e, depois de 15 minutos da
exposicao, em 412 nm. A concentragcdo de GSH foi calculada pela equacédo abaixo,
proposta por Allameh et al.(1997):
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(Absfinal - Absinicial) X 157(mM)

2.6.3.4 Determinacao dos niveis de peroxidacao lipidica (Espécies Reativas ao
Acido Tiobarbitdrico - TBARS)

A determinacao da quantidade de TBARS seguiu o protocolo proposto por Buege e
Aust (1978), com modificagdes. Foram utilizados 800 uLde suspenséo celular sonicada, 1
mL de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,67 %, 10 yLde NaOH 10 M e 500 pLde H3PO4 20 %. A
mistura foi submetida a banho-Maria por 15 minutos e resfriada em gelo. Na sequéncia,
foram adicionados 1,5 mL de n-butanol. Para a extragdo do cromodgeno, a mistura foi
vigorosamente agitada e centrifugada por 5 minutos a 3500 rpm, para a separacao da fase
organica. A leitura da absorbancia da fase aquosa foi feita em espectrofotometro (Infinite®
M200 Pr6 — Tecan a 535 nm) e a concentracdo de TBARS foi calculada usando A535 =
149.000 Mt cm.

2.6.3.5 Analise estatistica do estresse oxidativo
Todos os resultados obtidos nas analises de estresse oxidativo foram submetidos ao
teste de normalidade Shapiro-Wilk e, posteriormente, ao teste ANOVA com pos hoc Dunnet
(p<0,05). Os resultados dos tratamentos foram comparados com os do CN.
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3. RESULTADOS
3.1 Quantificacédo de betalainas presentes no nutracéutico Cacti-Nea™

A concentracao das betalainas totais e das betaxantinas e betacianinas presentes no
nutracéutico Cacti-Nea™, estédo apresentados na Tabela 1. Como pode ser observado, as

betaxantinas correspondem a cerca de 80% das betalainas totais.

Tabela 1: Concentracéo de betalainas totais e das betaxantinas
e betacianinas no nutracéutico Cacti-Nea™

Quantificacéo % (g/100g de Cacti-Nea™)
Betalainas totais 0,074 +0,0884
Betaxantinas 0,059 £ 0,0774
Betacianinas 0,015 + 0,0995

3.2 Teste do MTT

A citotoxicidade de diferentes concentracdes da Cacti-Nea™ (0,03; 0,01; 0,008;
0,006; 0,004; 0,002 g/mL), para as células HepG2, foi estimada pelo teste de viabilidade
celular do MTT. Foi observado que as concentracbes 0,006; 0,004 e 0,002 g/mL
apresentaram viabilidade celular superior a 80% (Tabela 2), sendo indicadas para o

prosseguimento dos ensaios do cometa, do MN e de andlise de EO.

Tabela 2: Viabilidade celular de células HepG2 expostas a
diferentes concentracdes de Cacti-Nea™.

Con(_:entragéo de Viabilidade (%)
Cacti-Nea™ (g/mL)

CP 1,2 £ 0,03051

CN 99,7 £ 0,0056

0,03 64,07 £ 0,0965
0,01 67,85 + 0,0464
0,008 78,14 £ 0,0328
0,006 82,68 + 0,0521
0,004 84,57 £ 0,0236
0,002 86,77 £ 0,0321

CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo
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3.3 Avaliacéo da genotoxicidade do nutracéutico da cacti-Nea™ pelo ensaio do cometa

Foi avaliado, pelo ensaio do cometa, o potencial de inducdo de danos primarios
(quebras no DNA) pela Cacti-Nea™ sobre o DNA de células HepG2, expostas a diferentes
concentracfes desse nutracéutico (0,002; 0,004 e 0,006 g/mL). Como pode ser observado

na tabela 3, ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre os tratamentos e o CN.

Tabela 3: Avaliacdo da genotoxicidade pelo ensaio do cometa
de diferentes concentracfes de Cacti-Nea™, para
células HepG2

Concentracao de

Cacti-Nea™ (g/mL) Intensidade de Cauda

CP 55,4644 + 4,5411*
CN 10,3092 + 1,7175
0,006 12,7377 £ 2,1220
0,004 15,2094 +1,8530
0,002 16,1070 +1,9122

CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo, *diferenca
significatica (p<0,05) quando comparada ao CN

3.4 Ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese
Pelo teste de MN em células HepG2, foi possivel observar que o nutracéutico ndo
apresentou efeito mutagénico para nenhuma das concentracdes estudadas (Figura 1).
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Figura 1: Frequéncias de anormalidade nucleares e de
micronucleos (MN) observadas em células
HepG2, expostas a diferentes concentracoes
de Cacti-Nea™.CP: Controle Positivo; CN:
Controle Negativo, tratamento em g/mL, *
significativo em relagdo ao CN, p<0,005.

3.5 Alteracéo indice de Proliferacdo com Bloqueio de Citocinese (IPBC)

O IPBC, obtido pelos ensaios que avaliaram o indice de proliferacéo celular, induzido
pelo nutracéutico Cacti-Nea™ sobre as células HepG2, mostraram que as concentragoes
avaliadas neste estudo (0,002, 0,004 e 0,006 g/mL) apresentaram um efeito antiproliferativo

semelhante ao observado para o teste CP (Figura 2).
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CP CHN 0,002 0,004 0,006
Tratamento

Figura 2: indice de Proliferacdo com Bloqueio de Citocinese
(IPBC) para estimar o potencial proliferativo do
nutracéutico Cacti-Nea™ sobre células HepG2.

CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo,
tratamento em g/mL, * significativo em relagdo ao CN,
p<0,05.

3.6 Avaliacdo de inducéo de estresse oxidativo pelo nutracéutico Cacti-Nea™

Os efeitos dos extratos de Cacti-Nea™, sobre o mecanismo de defesa antioxidante das
células HepG2, foram avaliados pelas atividades das enzimas SOD e GST e pelos niveis
de GSH e TBARS. Somente os resultados da dosagem dos niveis de GST, de todos os
tratamentos testados (0,002; 0,004 e 0,006 g/mL), exibiram diferenca significativa, em
relacdo ao CN (Figura 3).
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Figura 3: Efeitos nos niveis de TBARS (espécies reativas ao
acido  Tiobarbitirico) (A); SOD (Superéxido
Dismutase) (B); GSH (Glutationa Reduzida) (C): GST
(Glutationa S-tranferase) (D), sobre célilas HepG2
exposta a diferentes concentra¢cdes do nutracéutico
Cacti-Nea™. CN: Controle Negativo, tratamento em
g/mL, * significativo em relacdo ao CN, p<0,05
(ANOVA — pos hoc Dunnet).

4. DISCUSSAO

Para qgue um composto seja classificado como alimento funcional € necessario que
sejam identificadas as suas propriedades benéficas a saude, além das suas propriedades
nutricionais basicas para a alimentacao. O termo nutracéutico define uma ampla variedade
de alimentos e componentes alimenticios com apelos médico ou de saude. Sua acao varia
do suprimento de minerais e vitaminas essenciais até a protecdo contra varias doencas
(SOUZA et al., 2003).

Os polifendis sdo metabdlitos extensivamente estudados por suas indmeras
propriedades farmacolégicas, como efeitos anti-inflamatorios e citotoxicos para células
cancerigenas (CURTI et al., 2017). As propriedades antioxidantes de betalainas, presentes
nos frutos de O. ficus indica, foram estudadas em humanos por Tesoriere et al.(2005). Os
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autores observram que, ap0s a ingestao oral de seus frutos, houve um aumento nos niveis

de LDLs e diminuicdo do estresse oxidativo celular.

Os frutos da espécie O. ficus indica séo ricos em betalainas, como a betanina e
indicaxantina. Dentre as betalainas presentes nestes frutos, as mais prevalentes sao as
indicaxantinas, pertencentes a familia das betaxantinas. As betaninas, do grupo das
betacianinas, também estdo presentes nos frutos desta espécie vegetal, porém em
concentrac0des inferiores (STINTZING, SCHIEBER, CARLE, 2005).

Bisson et al.(2010) avaliaram a concentracdo de betanina (betacianina) e
indicaxantina (betaxantina), pela técnica de HPLC, e encontraram valores de 0,011% e
0,045% respectivamente para esses pigmentos. Esses dados corroboram os resultados do
presente estudo, onde foram observados valores semelhantes para esses mesmos

pigmentos (0,015% e 0,059 %, para betacianinas e betaxantinas respectivamente).

Estudos de viabilidade e toxicidade celular, realizados por Yoo et al.(2014), pela
técnica do MTT, com extrato aquoso de Beta vulgares L. (beterraba), uma planta rica em
betalainas, mostraram uma resposta concentracao-dependente entre esses pigmentos e a
toxicidade observada. Os resultados obtidos neste estudo, pelo teste do MTT, com o
nutracéutico Cacti-Nea™, um composto também ricos em betalaina, mostraram que as
maiores concentracdes testadas (0,03; 0,01; 0,008 g/mL) foram toxicas para as células
HepG2, do que as concentracdes mais baixas (0,006; 0,004 e 0,002 g/mL), confirmando a
mesma correlacdo de citoxicidade concentracdo-dependente, o0 que comprova as
inferéncias de Yoo et al.(2014) sobre a acdo citotoxicas das betalainas. Um estudo
realizado com extratos aquosos de O. ficus indica por Chavez-Santoscoy et al.(2009),
também evidenciaram uma diminuicdo na viabilidade celular em linhagens de células

cancerigenas de coldn e préstata humanas.

Os efeitos da Cacti-Nea™ sobre a viabilidade das células HepG2, também foram
avaliados pelo ensaio do Azul de Trypan. Todas as concentragdes avaliadas por este teste
(0,002; 0,006 e 0,008 g/mL) apresentaram resultados de viabilidade celular superiores a 85
% confirmando os resultados obtidos no teste do MTT (80 %) realizado com esse mesmo

produto comercial.

Os agentes genotoxicos apresentam, em comum, propriedades quimicas e fisicas

gue permitem a sua interagdo com os acidos nucleicos (De FLORA et al., 1996). Muitas
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dessas alteracdes podem se caracterizar como mutacdes genéticas, e serem responsaveis
por diferentes etapas de processos carcinogénicos. Alguns testes bioldgicos, como o ensaio
do cometa, sdo capazes de detectar a acdo de agentes genotoxicos ou de substancias com
potenciais de riscos a satde humana (GUEZ et al., 2012). Pelo ensaio do cometa
(pardametro intensidade da cauda), foi possivel observar que as concentragfes testadas de
Cacti-Nea™ ndo promoveram quebras no DNA das células HepG2, ndo sendo, portanto,

genotodxica para essas células.

El-Mostafa et al.(2014) avaliaram, por meio do ensaio de MN realizado com rato
Wistar, o potencial genotéxicos do extrato do fruto da O. ficus-indica. Esse estudo indicou
gue o fruto desta planta ndo apresenta efeito mutagénico para esses organismos testados.
Estudos in vitro desenvolvidos por Curti et al.(2017) demonstraram que extratos de diversas
plantas ricas em polifendis, bem como polifendis isolados, administrados individualmente
ou em combinacdo, podem regular os mecanismos apoptoticos celulares, principalmente
por mecanismos intrinsecos e extrinsecos. Pela acdo observada para esses compostos, 0s
autores sugerem gue os polifendis devam ser mais investigados, quanto aos seu potencial
antiproliferativo e, consequentemente, anticarcinogénico. No presente estudo, foi
evidenciado, pelo ensaio do IPBC, que a Cacti-Nea ™ apresentou um potencial
antiproliferativo inversamente dependente, a concentracdo usada. Esses dados podem
estar associados com a alta presenca de polifenois no nutracéutico, conforme citado por
Curti et al.(2017). No entanto, nossos dados s&o discordantes com os descritos por Yoo et
al. (2014), no qual os autores evidenciaram uma diminuicao da proliferacdo da celular com
0 aumento da concentracdo da betalaina, um dos componentes bioativos do nutracéutico

aqui estudado

A atividade dos diferentes sistemas antioxidantes biolégicos sdo de extrema
importancia para a sobrevivéncia celular. Os organismos eucariotos possuem enzimas
antioxidantes, como a Superoxido Dismutase (SOD) e a Glutationa Peroxidase (GPx), que
interagem com 0s compostos oxidantes inibindo a formacéo de radicais livres nas células
(CHAVEZ-SANTOSCOY, GUTIERREZ-URIBE, SERNA-SALDIVAR; 2009). Soma-se a
este sistema, enzimas coadjuvantes e importantes na acéo antioxidante, como a Glutationa
Redutase (GR) e a Glutationa S-Transferase (GST). A enzima GR € responsavel pela

reducdo da Glutationa Oxidada (GSSG) em Glutationa Reduzida (GSH), recuperando,
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neste processo, a GSH, e promovendo a manutencdo da razdo GSH/GSSG nas células
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2006).

Dentre os agentes enzimaticos e ndo enzimaticos associados aos sistemas
antioxidantes celulares, estudados no presente estudo, apenas a enzima GST apresentou
resultados estatisticamente diferentes do CN. Os niveis aumentados de GST, observados
para células HepG2 submetidas a acdo de diferentes concentra¢des do nutracéutico Cacti-
Nea ™, mostrou uma relagdo inversamente proporcional a concentracdo testada,
resultados esses que se assemelham aos do IPBC, descritos anteriormente (quanto menor
concentracdo, maior o efeito antiproliferativo). Os resultados obtidos para essa enzima
mostram que, embora elas ndo atuem diretamente na inativagdo das ERs, elas estao
associadas a detoxificacdo do nutracéutico, por favorecer a sua biotransformacao e,
consequentemente, a sua excre¢ao. Essas inferéncias se baseiam nas citacdes de Halliwell
e Gutteridge (2006), em que os autores afirmam que este sistema enzimatico (GST) é uma
importante defesa celular, pois estd associado a detoxificacdo e excrecdo de

hidroperoxidos, bem como a biotransformacéo de xenobiontes e farmacos.

Os dados encontrados no presente estudo demonstram que, apesar das
concentragcfes de GST estarem aumentadas (indicando possivelmente a via de metabdlica
do nutracéutico), ndo ha alteracdes significativas nos niveis de GSH, enzima indicadora de
funcdo e viabilidade celular (PARTORI et al.,, 2003) e nas concentracfes de TBARS
compostos estes envolvidos com o processo de peroxidacdo lipidica (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2006).

Outros nutracéuticos obtidos de frutos ricos em betalainas também né&o
apresentaram alteracfes que possam indicar estresse oxidativo como por exemplo Rivina
humilis berries (KHAN et al., 2012), Tamarindus indica pulpa (RAZALI; AZIZ; JUNIT, 2010)
e Beta vulgaris (Yoo et al., 2014), dados estes que corroboram com os resultados do

presente estudo.

Hwang, Kang e Lim (2017) avaliaram o potencial antioxidante de compostos bioativo
isolados das sementes de O. ficus-indica (Cactaceae), frente aos danos causados pelo
etanol, em figado de ratos. Os autores apontam que 0S compostos presentes neste material
botanico apresentam um potencial protetivo contra o EO, efeito esse também confirmado

por Zourgui et al., (2008); Croute et al., (2008); Harrabi et al., (2017).
97



Resultados ¢ Disoussio

5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que as concentracdes de 0,002; 0,004 e 0,006
g/mL do nutracéutico Cacti-Nea™ né&o induziram efeitos genotoéxicos e mutagénicos para

as células humanas HepG2.

E possivel afirmar que a Cacti-Nea™ apresenta um efeito toxico concentragio
dependente, fato esse associado com o seu teor de betalainas presente nos frutos de O.
ficus indica. Essa classe de pigmento promove, em altas concentracdes, a diminuicdo da
viabilidade celular e, em baixas concentracdes, um maior efeito antiproliferativo. E possivel
inferir que esses resultados possam estar associados a um potencial efeito antiproiferativo
para este nutracéutico. Contudo, para a comprovacdo desta acdo, h4 necessidade de
realizacdo de mais estudos com esse nutracéutico, que devem ser realizados tanto em

testes in vivo como in vitro.

A Cacti-Nea™ ngo alterou as atividades da enzima SOD e dos niveis séricos de GSH
e TBARS das células HepG2, mas aumentou, significativamente, os niveis da enzima GST,
para todas as concentracdes testadas neste estudo (0,002; 0,004 e 0,006 g/mL), mostrando
gue o nutracéutico deve ser melhor investigado, quanto aos seus efeitos sobre mecanismo

de defesa antioxidante das célula.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A constante busca da populacdo por alimentos funcionais demandam intensas

pesquisas de desenvolvimento de nutracéuticos.

A amostra de CactiNea™ avaliada neste estudo apresentou-se dentro dos parametros
pré-estabelecidos de qualidade, preconizados pela Farmacopeia Brasileira (2010). Os
ensaios de atividade antimicrobiana demonstraram o potencial antimicrobidtico deste
nutracéutico e os testes de atividades antioxidantes (DPPH e viabilidade celular realizados

com a levedura Saccharomyces cerevisiae) confirmaram essa a¢gdo do composto estudado

O screening fitoquimico comprovou a presenca de flavonoides, taninos e saponinas e
permitiu a quantificar os niveis de polifenois e betalainas. A presenca destes pigmentos
vem sendo correlacionada com atividades terapéuticas, o que permitiu, que o presente
estudo correlacionasse a presenca de betalainas com o efeito antiproliferativo da Cacti-
Nea™ o qual deve ser mais estudado com o intuito de verificar as vias celulares envolvidas

e se ha ou nao especificidade celular para este efeito.

Os ensaios com o organismo teste A. cepa indicaram a diminui¢cdo do indice mitotico,
e potencial genotoxico para todas as concentracdes avaliadas, ao avaliar o dano fixado nas
calulas F1, somente a concentracdo 0,002 g/mL, demonstrou potencial mutagénico. Infere-
se que este sistema teste € um 6timo bioindicador para ser usado como um primeiro
screening de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de nutracéuticos devido ao
seu baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros testes. Este teste também pode
ser correlacionado com estudos de prevencao de danos na saude humana e servir de alerta
guanto a riscos potenciais decorrentes de consumo irracional de produtos naturais e inferir

sobra a seguranca de utilizacdo desses produtos.

Os ensaios conduzidos com a linhagem celular HepG2 motraram que a Cacti-Nea™
nao apresenta efeitos genotodxicos, mutagénicos, além de nao alterar o sistema antioxidante
celular. A diferenca entre os resultados dos ensaios genotoxicos e mutagénicos entre 0s
organismos testes avaliados (A. cepa e HepG2), podem sugerir que as enzimas
metabolizadoras constantes na HepG2 diminuam o potencial genotéxico e mutagénico do

composto.
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Os estudos realizados com a Cacti-Nea™ evidenciaram potenciais terapéuticos para
este nutracéutico, indicando que ele pode ser utilizado tanto na reversao de processo de
alta proliferacdo celular (como tumores benigmos e malignos), quanto como agente
antimicrobiano e antioxidante. Contudo, para a comprovacao destas acdes, ha necessidade
de realizacdo de mais estudos com esse nutracéutico, tanto em testes in vivo como in vitro,
pois ha evidéncias também qua esse produto altera os niveis de uma importante enzima

envolvida na metabolizagéo de xenobiontes (GST).
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