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RESUMO

O L. barbarum, popularmente conhecido goji berry, tem despertado o interesse da comunidade
cientifica ocidental, devido a sua riqueza nutritiva e a acdo antioxidante que promovem efeitos
benéficos para a saide humana. Entretanto, ha poucos relatos na literatura sobre sua possivel
acao toxica ou comprovacao do seu potencial protetor. Sendo assim, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos (pelo MMT), genotdxicos e antigenotoxicos (pelo
ensaio do cometa), mutagénicos, e antimutagénicos (pelo teste do microntcleo com bloqueio
de citocinese — MN), de estresse oxidativo (pela quantificagdo dos niveis de GSH e TBARS e
pela atividade das enzimas SOD e GST), de potencial antioxidante, do teor de polifendis totais
e da fitoquimica qualitativa de 3 diferentes concentracdes recomendadas para 0 uso diario do
extrato de L. barbarum (0,2; 0,4 e 0,6 g/L), por meio de ensaios realizados com sistemas-teste
in vitro e in vivo. Neste estudo foram utilizados o organismo teste Allium cepa e culturas de
duas linhagens celulares: células de hepatocarcinoma humano (HepG2) e adenocarcinoma de
mama humano (MCF-7). Para A. cepa, foram aplicados os testes de aberragdes cromossdmicas
e de microndcleos em células meristematicas e dos micronucleos em células F1. As andlises de
antigenotoxicidade e antimutagenicidade realizada com esse organismo seguiram protocolos
convencionais de pré-tratamento, pOs-tratamento e tratamento simultaneo simples. Os
resultados destes testes mostraram que o L. barbarum nédo apresentou potencial genotdxico ou
mutagénico para A.cepa, mas apresentou respostas positivas para acfes antigenotdxica e
antimutagénica. Pela aplicacdo da formula de porcentagem de reducdo dos danos, pode-se
verificar que a taxa de reducdo, promovida pelo L. barbarum variou significativamente (41,7%
a 64% para as células meristematicas e de 65% a 100% para as células F1). Assim, inferimos
que o extrato de L.barbarum apresentou um efeito protetor sobre as células de A. cepa. Em
relacdo ao teste do MTT, realizado com cultura celulares das linhagens HepG2 e MCF-7, foi
possivel observar que o L. barbarum n&o foi citotéxico para nenhuma das linhagens testadas.
As avaliagOes realizadas pelo ensaio do cometa, nas mesmas linhagens celulares, mostraram
gue o extrato ndo foi genotdxico para HepG2, mas foi genotdxico para a todas as concentracdes
testadas (0,2; 0,4 e 0,6 g/L), para MCF-7. No entanto, na avaliacdo de genotoxicidade, por meio
do teste do micronucleo com bloqueio de citocinese, foi possivel observar uma diminuicédo
significativa na frequéncia de brotos, pontes e MN para as trés concentracdes testadas (0,2; 0,4
e 0,6 g/L) na linhagem MCF-7, indicando um possivel reparo dos danos genotdxicos
observados para 0 ensaio do cometa. Ja no teste do MN (avaliacdo de mutagenicidade), ndo
foram observadas mutagenicidade para nenhuma das linhagens testadas. As avaliacdes de
antigenotoxicidade e antimutagenicidade do L. barbarum foram realizadas apenas com a
linhagem HepG2, devido a auséncia de potencial genotoxico e mutagénico registrado para essas
células. Nesta avaliacdo foram seguidos os protocolos de pré-tratamento, pos-tratamento,
tratamento simultdneo e tratamento simultdneo com incuba¢do. Na avalicdo de
antigenotoxicidade e antimutagenicidade, os protocolos de pré e pds-tratamento com as
concentracdes 0,4 g/L e 0,6 g/L se mostraram mais eficazes, para essas acoes, 0 que permite
inferir que o extrato estudado age tanto por desmutagénese como bioantimutagénese. Pela
analise de porcentagem de reducdo dos danos, verificamos que a taxa de reducdo, promovida
pelo L. barbarum, teve uma eficacia de 100%, para todos os pré-tratamentos e para 0s pos-



tratamentos nas concentragdes 0,4 g/L e 0,6 g/L, enquanto que para a concentracdo 0,2 g/L, a
eficiéncia variou de 40% a 70%. Foi observado ainda que, todos os tratamentos simultaneos
induziram morte celular, indicando uma possivel interacdo entre 0 MMS (substéncia utilizada
como controle positivo) com algum composto do extrato de L. barbarum, como as quinonas.
Os efeitos protetivos do L. barbarum observados no sistema teste A. cepa e nas células HepG2
podem estar associados a presenca de flavondides, saponinas e alcaldides presentes em todas
as concentracdes testadas (0,2; 0,4 e 0,6 g/L), conforme verificado nas andlises fitoquimicas
qualitativas. Este efeito protetivo também pode ser associado ao teor de polifendis totais,
quantificados em 6,03 mg equivalente (eq.) de ac. glico/mL, e a maior atividade antioxidante,
dada pela concentragédo 0,6 g/L de L. barbarum, determinada pelo método do DPPH. Por fim,
foi avaliado a capacidade do L. barbarum induzir alteracfes no equilibrio redox em ambas as
linhagens celulares (HepG2 e MCF-7). Foram quantificados os niveis de GSH, TBARS e a
atividade das enzimas SOD, GST. Foi possivel observar um aumento significativo apenas para
os niveis de GSH na linhagem HepG2, o que confirma a protecao do material genético sugerida,
anteriormente, nas demais andlises realizadas com esta linhagem. Ja para as células MCF-7,
ndo foram observadas alteracdes significativas para nenhuma das analises realizadas, indicando
auséncia de inducéo de estresse oxidativo. Os resultados desta pesquisa sugerem que o L.
barbarum pode apresentar efeitos protetivos sobre a molécula do DNA, pois mostrou ter acdo
antigenotdxica e antimutagénica, além de promissiores potenciais de reducéo de danos, tanto
em testes in vivo como in vitro.

Palavra-chave: Allium cepa; cultura de células; antigenotoxicidade; antimutagénicidade;
estresse oxidativo; goji berry



ABSTRACT

The L. barbarum, popularly known as goji berry, has aroused the interest of the Western
scientific community because of its nutritional richness and antioxidant action that promote
beneficial effects on human health. However, there are few reports in the literature about its
possible toxic action or proof of its protective potential. The present work aimed to evaluate the
cytotoxic (by MMT test), genotoxic and antigenotoxic (by comet assay), mutagenic and
antimutagenic effects (by micronucleus test with cytokinesis-block - MN), oxidative stress
(quantification of GSH and TBARS levels and the activity of SOD and GST enzymes),
antioxidant potential, total polyphenol content and qualitative phytochemical of 3 different
concentrations recommended for daily use of L. barbarum extract (0.2; 0.4 and 0.6 g / L) by
assays performed with in vitro and in vivo test systems. In this study, the test organism Allium
cepa and cultures of two cell lines were used: human hepatocarcinoma cells (HepG2) and
human breast adenocarcinoma (MCF-7). For A. cepa, the chromosomal aberrations and
micronucleus tests wereapplied in meristematic cells and the micronuclei in F1 cells. The
antigenotoxicity and antimutagenicity analyzes performed with this organism followed
conventional protocols for pretreatment, post-treatment and simple simultaneous treatment. The
results of these tests showed that L. barbarum did not present genotoxic or mutagenic potential
for A.cepa, but presented positive responses to antigenotoxic and antimutagenic actions. By
applying the harm reduction percentage formula, it can be seen that the rate of reduction
promoted by L. barbarum varied significantly (41.7% to 64% for meristematic cells and 65%
to 100% for the cells F1). Thus, we infer that L.barbarum extract had a protective effect on A.
cepa cells. In relation to the MTT test, carried out with HepG2 and MCF-7 lines cell culture, it
was possible to observe that L. barbarum was not cytotoxic to any of the tested strains.
Evaluations carried out by the comet assay in the same cell lines showed that the extract was
not genotoxic for HepG2 but genotoxic at all concentrations (0.2, 0.4 and 0.6 g/ L), for MCF-
7. However, in the genotoxicity evaluation, by the micronucleus test with cytokinesis-block, it
was possible to observe a significant decrease in the frequency of nuclear buds, nucleoplasmatic
bridges and MN for the three tested concentrations (0.2, 0.4 and 0.6 g / L) in the MCF-7 line,
indicating a possible repair of the genotoxic damages observed for the comet assay. In the MN
test (mutagenicity evaluation), no mutagenic effect was observed for any of the tested cell lines.
The antigenotoxicity and antimutagenicity evaluations of L. barbarum were performed only
with the HepG2 lineage, due to the absence of genotoxic and mutagenic potential registered for
these cells. In this evaluation the protocols of pre-treatment, post-treatment, simultaneous
treatment and simultaneous treatment with incubation were followed. In the evaluation of
antigenotoxicity and antimutagenicity, the pre and post treatment protocols with concentrations
of 0.4 g/ L and 0.6 g / L were more effective for these actions, which allows to infer that the
studied extract acts both as demutagenesis as bioantimutagenesis. By the analysis of percentage
of reduction of damages, we verified that the reduction rate, promoted by L. barbarum, had an
efficacy of 100%, for all pre-treatments and for post-treatments in concentrations of 0.4 g/ L
and 0.6 g / L, while for the concentration 0.2 g / L, the efficiency ranged from 40% to 70%. It
was also observed that all the simultaneous treatments induced cell death, indicating a possible
interaction between the MMS (substance used as positive control) and some compound of L.
barbarum extract, such as quinones. The protective effects of L. barbarum observed in the A.
cepa test system and HepG2 cells may be associated with the presence of flavonoids, saponins
and alkaloids present in all tested concentrations (0.2, 0.4 and 0.6 g/ L), as verified in qualitative
phytochemical analyzes. This protective effect can also be associated with the total polyphenol
content, measured in 6.03 mg equivalent (eq.) of ag. gallic acid / mL, and the highest antioxidant
activity, given by the concentration 0.6 g / L of L. barbarum, determined by the DPPH method.
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Finally, the ability of L. barbarum to induce changes in the redox balance in both cell lines
(HepG2 and MCF-7) was evaluated. The levels of GSH, TBARS and the activity of the
enzymes SOD, GST were quantified. It was possible to observe a significant increase only for
the GSH levels in the HepG2 line, which confirms the protection of the genetic material
previously suggested in the other analyzes performed with this lineage. As for MCF-7 cells, no
significant changes were observed in any of the analyzes performed, indicating absence of
oxidative stress induction. The results of this research suggest that L. barbarum may have
protective effects on the DNA molecule, as it showed antigenotoxic and antimutagenic action,
as well as promising harm reduction potentials, both in vivo and in vitro.

Keywords: Allium cepa; cell culture; antigenotoxicity; antimutagenicity; oxidative stress; goji

berry
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1. INTRODUCAO GERAL

Atualmente, tem sido observado um aumento no consumo de produtos naturais ricos em
nutrientes e compostos bioativos, devido aos efeitos positivos que eles promovem na salde
humana. Estes produtos sdo considerados fontes ricas de alguns micronutrientes essenciais e
fibras dietéticas, por apresentarem uma grande variedade de fitoquimicos que, individualmente
ou em combinacgdo, podem beneficiar a saude (HERVERT-HERNANDEZ et al.,, 2011;
VIEIRA, 2016).

De modo geral, os produtos naturais tém sido usados como uma boa alternativa para a
prevengdo de doengas. Devido a isto, surgiu o termo “superalimentos”, para designar alimentos
com alto valor nutritivo e elevado potencial bioldgico. Para um alimento ser considerado um
superalimento ele precisa conter uma riqueza de nutrientes como de vitaminas, minerais, fibras,
proteinas, acidos essenciais e fonte de antioxidantes (CONNELL; MARANAN, 2014).

Um dos alimentos que vem despertando interesse de consumo como superalimento € o
goji berry, cientificamente conhecido como Lycium barbarum. Esta planta é popularmente
referenciada no ocidente como “super fruta”, devido ao seu grande poder antioxidante,
conferido pelos flavanoides, compostos fendlicos, B-carotenos e polissacéridos (BALLARIN,
2011). Alem da capacidade antioxidante, a medicina chinesa sugere que o uso do goji berry
confere ainda outras atividades benéficas a salde humana, como protecdo da visdo
(CAVAZIM; FREITAS,2018) prevencdo do reumatismo (AMAGASE et al., 2009), melhora
na ativacdo do sistema imune (VIDAL et al., 2012), além de propriedades imunomoduladoras,
que inibem o crescimento tumoral (TANG et al., 2012 ). Diversas pesquisas estdo sendo
realizadas para avaliar os efeitos benéficos dos componentes quimicos do goji bery e,
consequentemente, das suas propriedades farmacolégicas (POTTERAT, 2010; VIEIRA, 2016).
Dentre o0s testes desenvolvidos para esta avaliacdo, os ensaios com culturas de células tém se
mostrado uma ferramenta eficaz e sensivel para verificar os mecanismos pelos quais extratos
de plantas exercem suas atividades (MUNARI et al., 2010; JACOCIUNAS et al., 2013).

Os testes in vitro sdo considerados suficientemente informativos, particularmente para
estudos funcionais, bioquimicos e moleculares, assim como para analise de alvos
farmacolégicos (MIGITA, 2012). Além disso, estudos com culturas celulares sdo considerados
mais rapidos que os realizados com sistema in vivo, sensiveis e reprodutiveis, e podem utilizar
varios tipos celulares, inclusive células humanas (ROGERO et al., 2003; BEDNARCZUK et
al., 2010).


http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/19390211.2014.904128#CIT0006
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/19390211.2014.904128#CIT0104
http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/19390211.2014.904128#CIT0100
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Um dos ensaios in vivo indicado como muito eficiente para avaliagdo toxicidade de
compostos quimicos é o ensaio do Allium cepa. Este ensaio permite avaliar mecanismos de acdo
e determinar efeitos bioldgicos de substancias quimicas (BIANCHI et al., 2011; MAZZEO et
al., 2011; NUNES et al., 2011; HERRERO et al., 2012; BIANCHI et al., 2016; VENTURA-
CAMARGO et al., 2016). Dentre os vegetais superiores, esta espécie tem sido considerada um
teste facil de ser aplicado, interpretado e de caracteristicas citogenéticas favoraveis para
avaliacdo de aberracGes cromossdmicas (KURAS et al., 2006; LEME; MARIN-MORALES,
2008).

Diversos testes sdo utilizados para a avaliacdo dos efeitos toxicos, genotoxicos e
mutagénicos, assim como protetores, antigenotdxico e antimutagénico de substancias quimicas.
Dentre eles, pode-se citar 0 ensaio do cometa, também conhecido como ensaio de eletroforese
em gel de célula Unica (SCGE), e do teste do micronucleo, por serem considerados simples,
eficazes e de rapida aplicacdo e obtencéo de resultados (SCHERER; STROHSCHOEN, 2013).

A associacdo do ensaio do cometa com o teste do MN é muito utilizada para investigar
e estabelecer uma correlacao entre a quantidade de quebras no DNA, avaliada pelo ensaio do
cometa, e a frequéncia de MN encontrados em células individuais (VAN GORTHEM et al.,
1997). Vérios estudos utilizam esta combinacdo com a mesma linhagem celular e também entre
linhagens celulares diferentes, incluindo células animais e humanas (VAN GOETHEM et al.,
1997; HARTMANN et al. 2001; MAZZEO et al. 2013; BIANCHI et al., 2015; GAJSKI et al.
2016).

Os xenobioticos podem induzir um desequilibrio redox entre as espécies reativas de
oxigénio (ERO) e o sistema de defesa antioxidante, o que, consequentemente, gera um
desequilibrio redox que pode causar danos nas estruturas e constituintes celulares,
principalmente nas macromoléculas, como os acidos nucleicos, lipidios e proteinas (POLI et
al., 2004). Sendo assim, outra analise importante € a avaliacdo do estresse oxidativo, uma vez
que ha evidéncias cientificas de que o estresse oxidativo desempenha importante papel na
etiologia de enfermidades como a aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos
neurodegenerativos e cancer (KEANEY et al., 2003; MAYNE, 2003; GREEN; BRAND;
MURPHY, 2004; GALILI et al., 2007; MAIESE; MORHAN; CHONG, 2007; SILVA;
JASIULIONIS, 2014).

O presente trabalho avaliou a citotoxicidade e o potencial genotoxico protetor do L.
barbarum, um nutracéutico amplamente utilizado pela populacao para a prevencédo de doencas,
para dietas de emagrecimento e anti-envelhecimento. O L. barbarum possui poucos estudos

sobre seu potencial protetor ou danoso para a molecula de DNA, sendo, até 0 momento,
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desconhecido seu mecanismo de acéo sobre o0 material genético. A falta de conhecimento sobre
0s potenciais efeitos do L. barbarum sobre a molécula de DNA, somado ao consumo
exacerbado deste nutracéutico pela sociedade, fica clara a necessidade de estudos que avaliem
tanto as potencialidades desse material botanico ser usado em formulacdes fitoterapicas como
para alertar a populacao e os 6rgéos fiscalizadores sanitérios, sobre os efeitos desse extrato para

a saude humana.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Por meio dos resultados obtidos nos ensaios in vitro e in vivo, realizados com
concentragdes indicadas para o uso diario de Lycium barbarum, pode-se concluir que:

- O L. barbarum n&o apresentou potencial citotdxico, genotoxico e mutagénico para
a espécie A. cepa. Entretanto, o nutracéutico apresentou um potencial antigenotoxico e
animutagénico, com promissoras porcentagens de redugéo de danos (%RD), os quais podem
ser atribuidas a sua constituicdo rica em diversos antioxidantes;

- Os ensaios realizados com células HepG2 mantida em cultura, ndo mostraram
efeitos genotoxicos nem mutagénicos para o L. barbarum. Porém, foram observados efeitos
antigenotdxicos e antimutagénicos, os quais podem ser associados aos resultados do ensaio do
cometa e do MN, bem como ao aumento dos niveis de GSH registrados;

- Os ensaios realizados com as células MCF-7 mantidas em cultura, indicaram um
efeito genotoxico do L. barbarum. Contudo, pela auséncia de efeito mutagénico desse
fitoterapico sobre essas células, podemos concluir que esses danos genotdxicos observados ndo
foram fixados nas células MCF-7.

- As células MCF-7 foram mais sensiveis que as células HepG2 e como esta
linhagem é ndo metabolizadora, podemos associar os efeitos observados aos proprios
componentes do L. barbarum;

- O ensaio do cometa e do MN, realizados em sistemas in vitro, demostraram ser
eficientes e complementares nas avaliagdes genotoxicas, antigenotoxica, mutagénica e
antimutagénica do fitoterapico estudado;

- Quanto o potencial oxidativo do L. barbarum, avaliado em ambas linhagens
celulares (HepG2 e MCF-7), é possivel inferir que o fitoterapico pode influenciar nos niveis de
GSH. As atividades enzimaticas da SOD e GST e os niveis de TBARS ndo foram
comprometidos, o que permite inferir auséncia de inducdo de estresse oxidativo pelo extrato
desta planta;

- A utilizagdo de diferentes sistemas testes e biomarcadores contribuiram para uma
analise significativa do potencial protetivo do L. barbarum. Assim, este estudo contribuiu com
dados importantes para melhor conhecimento das propriedades nutricionais e protetoras do
DNA dos componentes presentes no extrato de L. barbarum, bem como dos potenciais
farmacologicos dessa planta para uso como alimento funcional e na medicina. Portanto devem
ser desenvolvidos outros tipos de ensaios (por exemplo, bioquimicos e fisiol6gicos) que possam

completar as informagGes aqui apresentadas.
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