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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



Shtrodugio

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).

18
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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.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BARBERA, G., INGLESE, P., PIMIENTA, E. Agroecologia, cultivo y uso del nopal. Estudo
FAO Produccion y proteccion vegetal. p. 132, 225, 1999.

BENZIANE, A., BOUTEKRABT, A., TOUATI, M., BAKRIA, T., TOUATI, A, BEZINI, E.
Phenotypic diversity of Opuntia ficus indica (L.) MILL. in the Algerian steppe. South
African Journal of Botany. 109. 66-74. 2017. DOI 10.1016/j.sajb.2016.12.024.

BISSON, JF; DAUBIE, S; HIDALGO, S.; GUILLEMET, D; LINARES, E. Diuretic and
antioxidant effects of Cacti-Nea®, a dehydrated water extract from prickly pear fruit, in
rats. Phytother. Res. 24: 587-594, 2010.

98



Resultados ¢ Disoussio

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Resoluc¢é&o n. 16,
de 30 de abril de 1999. Aprova o Regulamento Técnico de Procedimentos para Registro

de Alimentos e ou Novos Ingredientes. Brasilia, 1999a.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucédo n.
231, de 03 de dezembro de 1999. Aprova o Regulamento Técnico que Estabelece as
Diretrizes Béasicas para Andlise e Comprovacgéao de Propriedades Funcionais e ou de

Saude Alegadas em Rotulagem de Alimentos. Brasilia, 1999b.

BUEGE, J.A.; AUST, S.D. Microssomal lipid peroxidation. Methods and Enzymology, v.
52, p. 302-310, 1978.

CAl, Y; SUN, M.; SCHLIEMANN, W; CORKE, H. Chemical Stability and Colorant
Properties of Betaxanthin Pigments from Celosia argentea. Journal of agricultural and
food chemistry. 2001. 49: 4429-35. 10.1021/jf0104735.

CHAVEZ-SANTOSCOY R., GUTIERREZ-URIBE J., SERNA-SALDIVAR S. Phenolic
composition, antioxidant capacity and in vitro cancer cell cytotoxicity of nine prickly pear
(Opuntia spp.) juices. Plant Foods Hum. Nutr. (Formerly Qualitas Plantarum), 64 (2), 2009,
pp. 146-152.

CHIACCHIO, F.P.B. et al.Palma forrageira: uma oportunidade econémica ainda
desperdicada para o semi-arido baiano. Bahia Agricola, v.7, n.3, p.39-49, 2006.

COLLINS, A. R.; OSCOZ, A. A.; BRUNBORG, G.; GAIVAO, I|.; GIOVANELLI, L.;
KRUSZEWSKI, M.; SMITH, C. C.; STETINA, R. The comet assay: topical issues.
Mutagenesis, v. 23, p. 143-151, 2008.

CURTI, V; DI LORENZO, A; DACREMA, M; XIAO, J; NABANI, SM; DAGLIA, M. In vitro
polyphenol effects on apoptosis: an update of literature data. J Sem Cancer [on line].
2017. DOI:http://dx.doi.org/10.1016/j.semcancer.2017.08.005.

DE FLORA S.; 1ZZOTTI, A.; RANDERATH, K.; RANDERATH, E.; BARTSCH, H.; NAIR, J.;
BALANSKY, R.; VAN SCHOOTEN, F.; DEGAN, P.; FRONZA, G.; WALSH, D.; LEWTAS, J.
DNA adducts in chronic degenerative diseases. Pathogenic relevance and implications in

preventive medicine. Mutat. Res., v.366, n.3, p.197-238, 1996.
99



Resultados ¢ Disoussio

ELLMAN, G. L. Tissue sulfhydryl groups. Archives of Biochemistry and Biophysics, v.
82,n.1, p. 70-77, 1959.

EL-MOSTAFA, K.; EL-KHARRASSI, Y.; BADREDDINE, A.; ANDREOLETTI, P.; VAMECQ,
J.; EL-KEBBAJ, M.S.; LATRUFFE, G.; NASSER, B.; CHERKAOUI-MALKI, M. Nopal
Cactus (Opuntia ficus-indica) as a Source of Bioactive Compounds for Nutrition, Health
and Disease, Molecules, Basel, v. 19, n. 9, p. 14879-14901, 2014.
doi:10.3390/molecules190914879.

ENNOURI, M., FETOUI, H., BOURRET, E., ZEGHAL, N., ATTIA, H. Evaluation of some
biological parameters of Opuntia ficus indica. Bioresource Technology, 97 (12), 2006, p.
1382-1386.

ERNEST, E. Heavy metals in traditional Indian remedies. Eur. J. Clin. Pharmacol, v.
57, p. 891-896, 2002.

FENECH, M. The in vitro micronucleus technique. Mutat. Res., v. 455, p. 81-95, 2000.

GUEZ, C. M.; WACZUK, E. P.; PEREIRA, K. B.; QUEROL, M. V. M.; ROCHA, J. B. T.;
OLIVEIRA, L. F. S. In vivo and in vitro genotoxicity studies of aqueous extract of Xanthium

spinosum. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 48 (3):, 2012

HABIG, W. H.; PABST, M. J.; JAKOBY, W. B. Glutathione S-transferases. The first
enzymatic step in mercapturic acid formation. The Journal of biological chemistry, v.
249, n. 22, p. 7130-7139, 1974.

HALLIWELL, B., GUTTERIDGE, JMC. Free Radicals in Biology and Medicine. 5 ed.
2006.

HARRABI B, ATHMOUNI K, HAMDAOUI L, BEN MAHMOUD L, HAKIM A, EL FEKI A,
ZEGHAL K, GHOZZI H. Polysaccharides extraction from Opuntia stricta and their protective
effect against HepG2 cell death and hypolipidaemic effects on hyperlipidaemia rats induced
by high-fat diet. Arch Physiol Biochem. 2017 Oct;123(4):225-237. doi:
10.1080/13813455.2017.1307413.

100



Resultados ¢ Disoussio

HWANG SH, KANG I-J, LIM SS. Antidiabetic Effect of Fresh Nopal (Opuntia ficus-indica) in
Low-Dose Streptozotocin-Induced Diabetic Rats Fed a High-Fat Diet. Evidence-based
Complementary and  Alternative  Medicine: eCAM. 2017;2017:4380721.
doi:10.1155/2017/4380721.

KHAN K, et al.Single-molecule DNA analysis reveals that yeast Hop1 protein promotes DNA
folding and synapsis: implications for condensation of meiotic chromosomes. ACS Nano,
2012, 6(12):10658-66

LEO, M, BRUZUAL DE ABREU, M. PAWLOWSKA, AM., CIONI, L., BRACA, M. Profiling
the chemical contente of Opuntia ficus indica flowers by HPLC-P-DA-ESI-MS and
GC/EIMS analyses. Phytochemistry Letters 3 (1), p48-52. 2010.

LEUENBERGER, B. Interpretation and tipification of cactus ficus-indica L. and Opuntia
ficus indica (L.) Miller (Cactaceae). Taxon., 1991.

MARKLUND, S.; MARKLUND, G. Involvement of the superoxide anion radical in the
autoxidation of pyrogallol and a convenient assay for superoxide dismutase. European
Journal of Biochemistry / FEBS, v. 47, n. 3, p. 469-474, 1974.

MARQUES, R, MARREIRO, D.N. Metabolic and functional aspects of zinc in Down
syndrome. Rev. Nutr., Campinas, 19(4):501-510, jul./ago., 2006.

MOSMANN, T. Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival: Application to
Proliferation and Cytotoxicity Assays. J. Immunol. Methods. 65, 55-63, 1983.

NATARAJAN, A.T. Chromosome aberration: past, present and future. Mutation
Research, v.504, n.6, p. 3-16, 2002.

OECD, ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT. Test
No. 487: In Vitro Mammalian Cell Micronucleus Test. Disponivel em: < http://www.oecd-
ilibrary.org/environment/test-no-487-in-vitromammalian-cellmicronucleus-

test 9789264224438-en>. Acesso em 28/11/2017.

101



Resultados ¢ Disoussio

OLIVE, P. L.; WLODEK, D.; DURAND, R. E.; BANFITH, J. P. Factors influencing DNA
migration from individual cells subjected to gel electrophoresis. Exptl. Cell Res., v. 198, p.
259-260, 1992.

PATEL, C., GARREC, J., DUPONT, C., AND DUMONT, E. What singles out the G[8-5]C
intrastrand DNA cross-link? Mechanisticstructural insights from quantum
mechanics/molecular mechanics simulations. Biochemistry 52, 425-431. 2013. doi:
10.1021/bi301198h.

SILVA, A.L.L.; ARAUJO, M.G.S.; BASTOS, M.L.A.; BERNARDO, T.H.L.; OLIVEIRA,
J.F.S.; SILVA-JUNIOR, E.F.; SANTOS-JUNIOR, P.F.S.; ARAUJO, M.V.; ALEXANDRE-
MOREIRA, M.S.; ARAUJO-JUNIOR, J.X.; VERISSIMO, R.C.S.S. Avaliacédo da atividade
antibacteriana, citotoxica e antioxidante da espécie vegetal Opuntia cochenillifera (L.) Mill.
Rev. Bras. Pl. Med., Campinas, v.18, n.1, supl. I, p.307-315, 2016. DOI 10.1590/1983-
084X/ 15_145.

SINGH N. P., MCCOY M. T., TICE R. R., SCHNEIDER E. L. A simple technique for
guantitation of low levels of DNA damage in individual cells. Exp. Cell. Res.
1988 175 184-191 10.1016/0014-4827(88)90265-0.

SOUZA, P. H. M.; SOUZA NETO, M. H.; MAIA, G. A. Componentes funcionais nos
alimentos. Boletim da SBCTA. v. 37, n. 2, p. 127-135, 2003.

STINTZING FC, CARLE R. Cactus stems (Opuntia spp.): a review on their chemistry,
technology, and uses. Mol Nutr Food Res. 2005 Feb;49 (2):175-94.

TAKAHASHI, T. et al., Isolation and characterization of sake yeast mutants deficiente in
gamas-aminobutyric acid utilization in sake brewing. J. Biosci. Bioeng 97 (6): 412-8.
2004.

TESORIERE L, FAZZARI M, ALLEGRA M, et al.Biothiols, taurine, and lipid-soluble
antioxidants in the edible pulp of sicilian cactus pear (Opuntia ficus indica) fruits and
changes of bioactive juice components upon industrial processing. J Agric Food Chem.
2005; 53(20):7851-5.

102



Resultados ¢ Disoussio

TICE RR, AGURELL E, ANDERSON D, BURLINSON B, HARTMANN A, KOBAYASHI H,
MIYAMAE Y, ROJAS E, RYU JC, SASAKI YF. Single cell gel/ Comet assay: Guidelines for
in vitro and in vivo. Environ. Mol. Mutagen. 2000; v.35: p. 206- 221.

WOLFRAM, RM, KRITZ, H, ETHIMIOU, Y, STOMATOPOULOQOS, J, SINZINGER, H. Effect
of pear (Opuntia robusta) on glucose and lipidic metabolism in nondiabetics with

hyperlipidemia: a pilot study. Wien Klin Wochenschr, 114, 840-846.

WORLD HUMAN ORGANIZATION. Guidelines for assessing quality of herbal

medicines with reference to contaminants and residues. Geneva; 2007.

YOO, H. et al.Anti-inflammatory effects of rutin on HMGB1-induced inflammatory
responses in vitro and in vivo. Inflammation Research, v. 63, p. 197-206, 2014.

103



Gonsiderages Csfinais

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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