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RESUMO 

 

O L. barbarum, popularmente conhecido goji berry, tem despertado o interesse da comunidade 

científica ocidental, devido a sua riqueza nutritiva e a ação antioxidante que promovem efeitos 

benéficos para a saúde humana. Entretanto, há poucos relatos na literatura sobre sua possível 

ação tóxica ou comprovação do seu potencial protetor. Sendo assim, o presente trabalho teve 

como objetivo avaliar os efeitos citotóxicos (pelo MMT), genotóxicos e antigenotóxicos (pelo 

ensaio do cometa), mutagênicos, e antimutagênicos (pelo teste do micronúcleo com bloqueio 

de citocinese – MN), de estresse oxidativo (pela quantificação dos níveis de GSH e TBARS e 

pela atividade das enzimas SOD e GST), de potencial antioxidante, do teor de polifenóis totais 

e da fitoquímica qualitativa de 3 diferentes concentrações recomendadas para o uso diário 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 aberrações cromossômicas 

e de micronúcleos em células meristemáticas e dos micronúcleos em células F1. As análises de 

antigenotoxicidade e antimutagenicidade realizada com esse organismo seguiram protocolos 

convencionais de pré-tratamento, pós-tratamento e tratamento simultâneo simples. Os 

resultados destes testes mostraram que o L. barbarum não apresentou potencial genotóxico ou 

mutagênico para A.cepa, mas apresentou respostas positivas para ações antigenotóxica e 

antimutagênica. Pela aplicação da fórmula de porcentagem de redução dos danos, pode-se 

verificar que a taxa de redução, promovida pelo L. barbarum variou significativamente (41,7% 

a 64% para as células meristemáticas 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 

relação ao teste do MTT, realizado com cultura celulares das linhagens HepG2 e MCF-7, foi 

possível observar que o L. barbarum não foi citotóxico para nenhuma das linhagens testadas. 

As avaliações realizadas pelo ensaio do cometa, nas mesmas linhagens celulares, mostraram 

que o extrato não foi genotóxico para HepG2, mas foi genotóxico para a todas as concentrações 

testadas (0,2; 0,4 e 0,6 g/L), para MCF-7. No entanto, na avaliação de genotoxicidade, por meio 

do teste do micronúcleo com bloqueio de citocinese, foi possível observar uma diminuição 

significativa na frequência de brotos, pontes e MN para as três concentrações testadas (0,2; 0,4 

e 0,6 g/L) na linhagem MCF-7, indicando um possível reparo dos danos genotóxicos 

observados para o ensaio do cometa. Já no teste do MN (avaliação de mutagenicidade), não 

foram observadas mutagenicidade para nenhuma das linhagens testadas. As avaliações de 

antigenotoxicidade e antimutagenicidade do L. barbarum foram realizadas apenas com a 

linhagem HepG2, devido a ausência de potencial genotóxico e mutagênico registrado para essas 

células. Nesta avaliação foram seguidos os protocolos de pré-tratamento, pós-tratamento, 

tratamento simultâneo e tratamento simultâneo com incubação. Na avalição de 

antigenotoxicidade e antimutagenicidade, os protocolos de pré e pós-tratamento com as 

concentrações 0,4 g/L e 0,6 g/L se mostraram mais eficazes, para essas ações, o que permite 

inferir que o extrato estudado age tanto por desmutagênese como bioantimutagênese. Pela 

análise de porcentagem de redução dos danos, verificamos que a taxa de redução, promovida 

pelo L. barbarum, teve uma eficácia de 100%, para todos os pré-tratamentos e para os pós- 
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tratamentos nas concentrações 0,4 g/L e 0,6 g/L, enquanto que para a concentração 0,2 g/L, a 

eficiência variou de 40% a 70%. Foi observado ainda que, todos os tratamentos simultâneos 

induziram morte celular, indicando uma possível interação entre o MMS (substância 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 à presença de flavonóides, saponinas e alcalóides presentes em todas 

as concentrações testadas (0,2; 0,4 e 0,6 g/L), conforme verificado nas análises fitoquímicas 

qualitativas. Este efeito protetivo também pode ser associado ao teor de polifenóis totais, 

quantificados em 6,03 mg equivalente (eq.) de ác. gálico/mL, e a maior atividade antioxidante, 

dada pela concentração 0,6 g/L de L. barbarum, determinada pelo método do DPPH. Por fim, 

foi avaliado a capacidade do L. barbarum induzir alterações no equilíbrio redox em ambas as 

linhagens celulares (HepG2 e MCF-7). Foram quantificados os níveis de GSH, TBARS e a 

atividade das enzimas SOD, GST. Foi possível observar um aumento significativo apenas para 

os níveis de GSH na linhagem HepG2, o que confirma a proteção do material genético sugerida, 

anteriormente, nas demais análises realizadas com esta linhagem. Já para as células MCF-7, 

não foram observadas alterações significativas para nenhuma das análises realizadas, indicando 

ausência de indução de estresse oxidativo. Os resultados desta pesquisa sugerem que o L. 

barbarum pode apresentar efeitos protetivos sobre a molécula do DNA, pois mostrou ter ação 

antigenotóxica e antimutagênica, além de promissiores potenciais de redução de danos, tanto 

em testes in vivo como in vitro.  

 

 

Palavra-chave: Allium cepa; cultura de células; antigenotoxicidade; antimutagênicidade; 

estresse oxidativo; goji berry 
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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 aq. 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. INTRODUÇÃO 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 saúde 

humana. Estes produtos são considerados fontes ricas de alguns micronutrientes essenciais e 

fibras dietéticas, por apresentarem uma grande variedade de fitoquímicos que, individualmente 

ou em combinação, podem beneficiar a saúde (HERVERT-HERNÁNDEZ et al., 2011; 

VIEIRA, 2016). 

 De modo geral, os produtos naturais têm sido usados como uma boa alternativa para a 

prevenção de doenças. Devido a isto, surgiu o termo “superalimentos”, para designar alimentos 

com alto valor nutritivo e elevado potencial biológico. Para um alimento ser considerado um 

superalimento ele precisa conter uma riqueza de nutrientes como de vitaminas, minerais, fibras, 

proteínas, ácidos essenciais e fonte de antioxidantes (CONNELL; MARANAN, 2014).  

Um dos alimentos que vem despertando interesse de consumo como superalimento é 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 flavanóides, compostos fenólicos, β-carotenos e polissacáridos (BALLARÍN, 

2011). Além da capacidade antioxidante, a medicina chinesa sugere que o uso do goji berry 

confere ainda outras atividades benéficas à saúde humana, como proteção da visão 

(CAVAZIM; FREITAS,2018) prevenção do reumatismo (AMAGASE et al., 2009), melhora 

na ativação do sistema imune (VIDAL et al., 2012), além de propriedades imunomoduladoras, 

que inibem o crescimento tumoral (TANG et al., 2012 ). Diversas pesquisas estão sendo 

realizadas para avaliar os efeitos benéficos dos componentes químicos do goji bery e, 

consequentemente, das suas propriedades farmacológicas (POTTERAT, 2010; VIEIRA, 2016). 

Dentre os testes desenvolvidos para esta avaliação, os ensaios com culturas de células têm se 

mostrado uma ferramenta eficaz e sensível para verificar os mecanismos pelos quais extratos 

de plantas exercem suas atividades (MUNARI et al., 2010; JACOCIUNAS et al., 2013).  

Os testes in vitro são considerados suficientemente informativos, particularmente para 

estudos funcionais, bioquímicos e moleculares, assim como para análise de alvos 

farmacológicos (MIGITA, 2012). Além disso, estudos com culturas celulares são considerados 

mais rápidos que os realizados com sistema in vivo, sensíveis e reprodutíveis, e podem utilizar 

vários 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 avaliação toxicidade de 

compostos químicos é o ensaio do Allium cepa. Este ensaio permite avaliar mecanismos de ação 

e determinar efeitos biológicos de substâncias químicas (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 fácil de ser aplicado, interpretado e de características citogenéticas favoráveis para 

avaliação de aberrações cromossômicas (KURAS et al., 2006; LEME; MARIN-MORALES, 

2008). 

Diversos testes são utilizados para a avaliação dos efeitos tóxicos, genotóxicos e 

mutagênicos, assim como protetores, antigenotóxico e antimutagênico de substâncias químicas. 

Dentre eles, pode-se citar o ensaio do cometa, também conhecido como ensaio de eletroforese 

em gel de célula única (SCGE), e do teste do micronúcleo, por serem considerados simples, 

eficazes e de rápida aplicação e obtenção de resultados (SCHERER; STROHSCHOEN, 2013). 

  A associação do ensaio do cometa com o teste do MN é muito utilizada para investigar 

e estabelecer uma correlação entre a quantidade de quebras no DNA, avaliada pelo ensaio do 

cometa, e a frequência de MN encontrados em células individuais (VAN GORTHEM et al., 

1997). Vários estudos utilizam esta combinação 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 xenobióticos podem induzir um desequilíbrio redox entre as espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e o sistema de defesa antioxidante, o que, consequentemente, gera um 

desequilíbrio redox que pode causar danos nas estruturas e constituintes celulares, 

principalmente nas macromoléculas, como os ácidos nucleicos, lipídios e proteínas (POLI et 

al., 2004). Sendo assim, outra análise importante é a avaliação do estresse oxidativo, uma vez 

que há evidências científicas de que o estresse oxidativo desempenha importante papel na 

etiologia de enfermidades como a aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos 

neurodegenerativos e câncer (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 genotóxico protetor do L. 

barbarum, um nutracêutico amplamente utilizado pela população para a prevenção de doenças, 

para dietas de emagrecimento e anti-envelhecimento. O L. barbarum possui poucos estudos 

sobre seu potencial protetor ou danoso para a molécula de DNA, sendo, até o momento, 
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desconhecido seu mecanismo de ação sobre o material genético. A falta de conhecimento sobre 

os potenciais efeitos do L. barbarum sobre a molécula de DNA, somado ao consumo 

exacerbado deste nutracêutico pela sociedade, fica clara a necessidade de estudos que avaliem 

tanto as potencialidades desse material botânico ser usado em formulações fitoterápicas como 

para alertar a população e os órgãos fiscalizadores sanitários, sobre os efeitos desse extrato para 

a saúde humana.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Fitoterapia 

 A fitoterapia é uma terapêutica popular milenar, que se baseia em um conjunto de 

conhecimentos compartilhados por diversos praticantes e usuários (CARRARA; 1995; ELDIN; 

DUNFORD, 2001; ALEXANDRE; 2004; SENS, 2005; BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 

2012). Essa prática, que consiste no uso interno ou externo de espécies de origem vegetal, tanto 

“in natura” quanto sob a forma de medicamentos para o tratamento de enfermidades 

(CASTELLANO, 1981; NOGUEIRA 1984; ALVES, 2003; TEIXEIRA et al., 2012; BORGES, 

2015), compõe a cultura popular de diversos países, que tem sido difundida há gerações, 

especialmente pela transmissão oral do saber (TEIXEIRA et al., 2012).  

 A base desta medicina popular envolve plantas medicinais e fitoterápicos, sendo estes 

dois conceitos constantemente utilizados de forma equivocada pela população, devido as suas 

estreitas diferenças. Segundo a OMS (1998), plantas medicinais são “(...) todo e qualquer 

vegetal que possui um ou mais órgãos ou substâncias que possam ser utilizadas com fins 

terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos semi-sintéticos” (VEIGA JÚNIOR, PINTO, 

2005; SILVA, 2014; SOUZA, et al. 2016). Já os fitoterápicos são plantas medicinais 

processadas. Segundo a legislação sanitária, são medicamentos produzidos, exclusivamente, de 

matérias primas vegetais ativas, como, extratos, tinturas, óleos e ceras, que possuem eficácia e 

riscos de uso conhecidos (CARVALHO et al, 2007; KRATZ et al., 2008; GUILHERMINO; 

QUENTAL; BOMTEMPO, 2015; PIMENTEL et al., 2015). 

 A Associação Brasileira das Empresas do Setor Fitoterápico de Saúde (Abifisa) 

(2014), afirma que o mercado de fitoterápicos se desenvolveu gradativamente junto ao 

crescimento da indústria farmacêutica. Como consequência, em 2013, atingiu 7% do mercado 

farmacêutico total, o que corresponde, aproximadamente, a R$ 4 bilhões em faturamento e 202 

milhões de unidades comercializadas (GUIA DA FARMÁCIA, 2013). 

 Diante do aumento da comercialização mundial de fitoterápicos, fica evidente o 

crescimento do uso de plantas como formas alternativas de tratamentos ou terapia paralela à 

medicina convencional. A busca por hábitos saudáveis, a fim de melhorar a qualidade de vida, 

aumentou consideravelmente a valorização mundial do uso de plantas medicinais (TUROLLA; 

NASCIMENTO, 2006; ANDRIÃO et al., 2010; SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 

2010; ETHUR et al., 2011; OLIVEIRA, GILBERT E BÔAS, 2013; CORRÊA JR., 2014). 

Entretanto, para Simões et al. (1998), este aumento do interesse popular acerca dos fitoterápicos 

está também associado a crise econômica, ao alto custo dos medicamentos industrializados e a 
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falta de acesso a assistência médica e farmacêutica (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012; 

MATSUCHITA, MATSUCHITA, 2015). Além disso, o fácil acesso, devido ao amplo 

comércio em locais públicos, farmácias, supermercados e outros estabelecimentos, juntamente 

com a crença do “natural não faz mal”, contribuem diretamente para este aumento (SIMÕES et 

al., 1998; COSTA, 2013, SILVA, 2014). Esta crença pode ser atribuída à influência dos meios 

de comunicação, com propagandas e divulgação destes medicamentos como um recurso 

terapêutico alternativo, isento de efeitos colaterais, desprovido de toxicidade e de contra 

indicações (SILVA; RITTER, 2002; BARBOSA, 2013; COSTA, 2013).  

 As plantas medicinais, de forma geral, possuem várias classes de fitonutrientes que 

apresentam propriedades anticarcinogênicas, antimutagênicas, antioxidantes e 

imunomoduladoras (PUNTUREE et al., 2007; BESSA, 2010; VALE, 2012).  Tais compostos 

podem atuar como agentes protetores para a carcinogênese humana, inibindo estágios de 

iniciação, promoção ou progressão tumoral, além da possibilidade de atuar como bloqueadores 

de mutágenos, evitando que estes agentes causem lesões no DNA (BATISTA; BARATA, 2010; 

SLOCZYNSKA et al., 2014; SANTANA, 2016). No entanto, alguns compostos como 

metabólitos secundários presentes em plantas podem apresentar tanto efeitos benéficos como 

também efeitos adversos a saúde e/ou tóxicos (TUROLLA et al., 2006; BALBINO, 2010; 

LIMA-SARAIVA et al., 2015).   

 Como não há evidências suficientes acerca dos efeitos colaterais, para comprovação 

da eficácia e, consequentemente, da utilização segura destas plantas medicinais como forma de 

medicamentos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006; FERRO, 2008; BRUNING; MOSEGUI; 

VIANNA, 2014; SILVA, 2015), torna-se evidente a necessidade de estudos que investiguem 

melhor as propriedades desses fitoterápicos, para que estes não promovam efeitos adversos à 

saúde do consumidor. 

2.2 Um breve histórico da fitoterapia 

 O conhecimento sobre plantas medicinais, historicamente descrito em diversos 

culturas, está associado à sobrevivência humana, uma vez que os vegetais foram os primeiros 

recursos utilizados com fins terapêuticos e, algumas vezes, os únicos recursos disponíveis 

(ANDRADE, 2014; NASCIMENTO, 2014; GUTIERREZ, 2015). Dessa forma, acredita-se que 

o descobrimento das propriedades terapêuticas das plantas foi empiricamente ou seja, 

meramente intuitivo, baseado na busca de melhores condições e adaptações do homem no meio 

em que vivia (ANDRADE, 2014; NETO et al., 2014; THEISEN, 2015). 
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 Os primeiros relatos sobre o uso de plantas medicinais foram encontrados acerca de 

3000 a.C. na China, onde a população nativa se dedicava ao cultivo de ervas medicinais, a serem 

utilizadas para curar ou aliviar enfermidades. Sendo assim, a medicina tradicional chinesa se 

tornou uma das precursoras na utilização de plantas medicinais (CARVALHO et al., 2010; 

NARDI, BONAPARTE, 2014). Entretanto, o desenvolvimento da fitoterapia não ocorreu 

apenas na China, mas em outros países como Egito, Grécia e países árabes. 

 Durante a idade média, a fitoterapia ficou estagnada por um longo período, devido a 

interferência igreja católica que manteve os conhecimentos sobre plantas medicinais em seu 

poder nas bibliotecas de mosteiros. Além disso, as pessoas que tentavam manter a prática de 

cura por meio de plantas eram consideradas feiticeiros ou bruxas pela igreja católica. Ou seja, 

a igreja católica condenava o pensamento científico, pois acreditava que as doenças eram uma 

forma de castigo (COSTA, 2010; DEVEZA, 2014; MARANHÃO, 2014). Como consequência, 

o desenvolvimento da fitoterapia restringiu-se aos persas e árabes (OLIVEIRA, 2013; 

BORGES, 2015).  

 Com o passar do tempo, durante a idade moderna, a botânica recebeu destaque, devido 

a vários estudos desenvolvidos em isolamento e determinação da estrutura química dos 

constituintes de plantas e sobre as propriedades medicinais dos vegetais (ANTONIO; TESSER; 

MORETTI-PIRES, 2013; GADELHA et al., 2013  

 Desde o século XIX até os dias atuais, a maioria dos estudos acerca de fitoterápicos 

estão voltados para o isolamento e identificação de substâncias (SOUZA, 2013; PIRES, 2014; 

CORREIA, 2015), que são de fundamental importância para a o desenvolvimento e avanço da 

fitoterapia, uma vez que essas informações podem ser utilizadas para estudos de toxicidade, 

estabilidade nas condições de uso, dosagem, efeitos fisiológicos e genéticos (BRAZ FILHO, 

2010; DUARTE, 2013). 

 

2.3 Lycium barbarum 

2.3.1. Aspectos gerais 

 O Lycium barbarum, popularmente conhecido como goji berry, é uma espécie 

arbustiva decídua e frutífera, pertencente à família da Solenáceas, comumente encontrada em 

zonas áridas e semiáridas, devido a sua tolerância a seca e ao sal. (XU et al., 2002; ZHENG et 

al., 2010).  

 Os arbustos do L. barbarum, que podem chegar até 3 metros de altura, possuem folhas 

lanceoladas verdes e cinzas, caule ascendente ou ereto de coloração marrom acinzentado pálido, 
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com poucos espinhos, cálice e pistilos fusionados, além de acorola em forma de funil, com 

coloração violeta ou roxo claro. Estes produzem frutos fusiformes de coloração vermelho-

alaranjado, com aproximadamente 1-2 cm de comprimento, 3 a 8 mm de diâmetro, com alto 

teor de suco (BENSKY & GAMBLE, 1993; BRYAN et al., 2008; CHANG & BUT, 2001; 

ZHU, 1998; ZHONG; SHAHIDI; NACZK, 2012), que são amplamente utilizados nos países 

asiáticos como uma planta tradicional da medicina herbal chinesa e como alimento funcional 

nos países ocidentais Os frutos podem ser ingeridos frescos, secos, embebidos em álcool, na 

forma de licor, ou como condimento usado no cozimeto do arroz. Porém, a forma de fruto seco 

é a mais conhecida e utilizada tradicionalmente em países asiáticos como China, Coréia, Japão, 

Vietnã, Tailândia e Tibet, há mais de 4500 anos (BENSKY & GAMBLE, 1993; CHANG & 

BUT, 2001; WANG, 2010; ZHU, 1998). 

 O L. barbarum cresce naturalmente na Ásia, mais especificadamente no noroeste da 

China, em Qinghai, Gansu, Ningxia, Mongólia, Tibete e Xinjiang. A região de destaque, na 

qual esta planta é extensivamente cultivada, é a província de Ningxia, uma pequena região 

autônoma anteriormente parte do Gansu na China (BENSKY & GAMBLE, 1993; WU, 2005; 

ZHU, 1998). Nestas regiões, as frutas são recolhidas no verão e no outono, secas na sombra até, 

murcharem, e expostas ao sol para que a camada externa se torne seca e dura, e a polpa macia 

(ZHU, 1998). Entretanto, a origem do L. barbarum ainda é desconhecida, possuindo apenas 

alguns relatos referentes a sua utilização na China, onde os frutos são popularmente conhecidos 

como goji berry ou wolfberries (AMAGASE & FARNSWORTH, 2011). 

 

2.3.1 Principais compostos bioativos do Lycium barbarum 

 Os compostos bioativos são substâncias químicas responsáveis pelas propriedades 

funcionais dos alimentos, que desenpemham diversas atividades biológicas importantes à saúde 

humana (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Há na literatura vários estudos envolvendo a 

investigação e identificação dos constituintes de L. barbarum, utilizando principalmente o fruto 

tanto seco quanto in natura (POTTERAT, 2010). 

 Donno et al. (2014) identificaram cerca de 17 compostos bioativos em extratos de L. 

barbarum, sendo os ácidos orgânicos (76,82%), polifenóis (16,20%), monoterpenos (6,13%) e 

vitaminas (0,84%), os compostos mais abundantes. Já Benlloch et al. (2015) identificaram 18 

aminoácidos no L. barbarum sendo 8 deles essenciais como a isoleucina e triptofano, 21 

oligoelementos, incluindo o zinco, o ferro, o selênio e germânio, além de alto teor de proteína 

e carotenoides antioxidantes, como β-caroteno, zeaxantina, luteína, licopeno, criptoxantina e 

xantofilas.  
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 Pelos componentes que possuem, os frutos de L. barbarum são considerados os mais 

ricos em macro e micronutrientes (DONG et al., 2012). Esses frutos possuem a maior 

concentração de vitamina C, (500 vezes mais vitamina C do que a laranja), além das vitaminas 

B1, B2, B6, fitonutrientes, ácidos graxos essenciais e uma grande quantidade em fibra (FOOD 

INGREDIENTS BRASIL, 2010. Foram identificados em extratos de L. barbarum saponificado 

e não saponificado, por Inbaraj et al. (2008), 11 carotenóides livres e 7 ésteres de carotenóides, 

sendo a zeaxantina a mais abundadnte desta classe química. Inbaraj et al. (2010) também 

idenrificaram em extrato de L.barbarum quercetina-rhamno-di-hexosside, quercetina-3-O-

rutinoside, isómeros de ácido dicaffeoilquinico, ácido clorogênico, quercetina-di- 

(rhamnohexósido), quercetina-di (rhamno)–hexósido, kaempferol-3-O-rutinosido, 

isorhamnetin-3-O-rutinosido, ácido p-cumárico, ácido cafeico e ácido vanílico. 

 O L. barbarum também apresenta outros componentes em menores quantidades, como 

a  glutamina; asparagina; estigmasterol; campesterol; colestanol; 28-isofucosterol; 24-

metilcolsta-5,24-dienol; 24-etilcolsta-5,24-dienol; 31-norcicloartanol; 31 norcycloartenol; 

cicloeucalenol; obtusifoliol; 4a, 14a, 24-trimetilcolsta-8'24-dienol; 4a-metilcolest-8-enol; 4-

metil-colesterol-7-enol; 24-etilofenol; 4,24 -metilofenol; gramisterol; citrostadienol; 4a-metil-

24- etilcolsta-7,24-dienol; lanost-8-enol; cicloartanol; lanosterol; bamyrin; lupeol; 24-

metilenelanost-8-enol; 24-metilenecicloartanol; taurina e ácido gama-aminobutanóico. K, Ca, 

Zn,  Co, Mn  assim outros minerais nas formas inorgânicas (NHI, 2007). 

 Atualmente, em função dos benefícios proporcionados pelos compostos bioativos e 

outros componentes do fruto de L. barbarum, vem sendo desenvolvidos muitos estudos de 

identificação e confirmaçao das propriedades farmacológicas desse material botânico. A 

maioria dessas pesquisas comprovam atividades biológicas para os componentes de 

L.barbarum (BRYAN et al., 2008). 

2.3.2 Estudos clínicos e farmacológicos com Lycium barbarum 

 Estudos recentes sugerem que o L. barbarum possui atividades benéficas a saúde 

humana.  Estudos clínicos, realizados por Amagase et al. (2008), com adultos saudáveis (faixa 

etária de 55 a 72 anos), mostraram que o tratamento por 30 dias com polissacarídeos de extrato 

de L. barbarum aumentaram, significativamente, os níveis de superóxido dismutase (SOD) em 

8,4%, e glutationa peroxidase, em 9,9%, e consequentemente, diminuíram a concentração de 

malondialdeído, em 8,7%. Diante disto, os pesquisadores sugeriram que os polissacarídeos do 

extrato de L. barbarum podem ser usados para estimular fatores endógenos que protegem as 

células humanas contra danos de radicais oxidaivos. 
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 Outro estudo clínico foi realizado com 75 pacientes, portadores de vários tipos de 

cânceres em estado avançado. Os pacientes foram divididos em dois grupos distintos, no qual 

um deles recebia a combinação da terapia com IL-2/ativação de linfocinas (LAK) 

e polissacarídeos de L. barbarum e outro apenas a terapia com IL-2/LAK. Os resultados 

demonstraram taxas de resposta significativamente maiores para o tratamento com a associação 

de L. barbarum e maiores taxas de remissão da doença, que a terapia sem os polissacarídeos. 

Entretanto, as informações fornecidas sobre o design experimental do estudo e os suplementos 

de L. barbarum incluídos na dieta são insuficientes para avaliar a total relevância dos dados 

(CAO; YANG; DU, 1994). Apesar da insuficiência de dados da pesquisa de Cao; Yang; Du 

(1994), outros estudos (LI et al., 2009) demonstraram que o extrato aquoso de L. barbarum 

inibiu o crescimento da linhagem celular MCF-7 (câncer de mama humano positivo ao receptor 

de estrogênio). O resultado foi atribuído a alteração do metabolismo celular do estradiol, sendo 

este sugerido como o principal mecanismo de ação do extrato. 

 Gong et al., (2005) destacou as propriedades hematopoiéticas do L. barbarum como 

um potencial a ser usado como adjuvante na terapia do câncer. Ratos mielosuprimidos 

induzidos por irradiação ou quimioterapia foram tratatos (injeção subcutânea) com solução de 

L. barbarum. Os resultados mostraram que houve um abrandamento na diminuição de células 

da série vermelha e branca do sangue, o que os autores atribuiram à indução de células 

mononucleares de sangue periférico (PBMC), para produzir fator estimulador de colônias de 

granulócitos (G-CSF). 

 As propriedades imunomoduladoras de L. barbarum vem atraindo atenção da 

comunidade científica para o desenvolvimento de um coadjuvante na imunoterapia contra 

câncer. Há evidências de que os polissacarídeos do L. barbarum atuam na expressão aprimorada 

de várias citocinas e fatores de transcrição, como o complexo proteína-polissacarídeo LbGp4, 

o qual estimula a expressão do fator nuclear κ B (NF κ B) e o ativador da proteína 1 (AP-1) 

(PENG et al., 2001).  Outro polissacarídeo, o LBP3, aumentou a expressão da interleucina-2 

(IL-2), do fator de necrose tumoral α (TNF- α) e proteína de culturas de células de sangue 

periférico humano (GAN et al., 2003). 

 Gan et al., (2004) apontam que as atividades imunoestimuladoras do L. barbarum 

provavelmente sejam decorrentes de mecanismos de ação das propriedades antitumorais. Estes 

pesquisadores verificaram que o polissacarídeo LBP3p foi capaz de inibir significativamente o 

crescimento do sarcoma S180 transplantado em camundongos, pela estimulação da proliferação 

linfocitária no baço, aumento a atividade das células T citotóxicas e da fagocitose nos 
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macrófagos. O polissacarídeo LBP3p também aumentou o nível de expressão do RNAm para 

o hormônio leucocitotrófico IL-2 e os anticorpos secretados pelas células esplênicas.  

 Zhang et al. (2005) demonstraram, em linhagem celular de hepatoma humano, que os 

polissacarídeos presentes em extratos de L. barbarum podem inibir a proliferação celular, 

promovendo a parada do ciclo celular na fase S e levando a morte celular por apoptose. De 

forma similar, Liu et al. (2000) também relataram a inibição da proliferação de células da 

linhagem celular de câncer de próstata PC3, que os autores atribuíram a ação da escopoletina, 

um componente presente em L. barbarum. 

 O L. barbarum também está associado com a proteção celular, como descritos nos 

estudos de Bian, She, Wang (1996). Os autores observaram, após a administração de L. 

barbarum por perfusão estomacal em ratos, por sete dias, uma inibição de danos no retículo 

endoplasmático, conferido pelo aumento da síntese de proteínas de desintoxicação. Essas 

proteínas ocasionaram, a restauração da função normal de células hepáticas e, 

consequentemente, a regeneração do tecido. Estudos desenvolvidos por Wu, Guo, Zhao (2006) 

e Li (2007) também mostraram efeitos protetivos dos componentes do goji bery para os 

constituintes celulares. Nesses estudos, foram observados que a administração oral de extrato 

de L. barbarum, em ratos diabéticos, induziu proteção ao estresse oxidativo induzido por 

estreptozotocina. 

 Estudo desenvolvidos com linhagens celulares testiculares (XIN et al., 2012) e neurais 

(CHEN, et al. 2014) confirmam o efeito protetor dos componentes de L. barbarum. Xin et al., 

(2012), verificaram um efeito protetor dos polissacarídeos do L. barbarum contra a toxicidade 

induzida por doxorrubicina em testículos de ratos. Em estudo semelhante, Chen et al. (2014) 

constataram evidências de efeitos neuroprotetores dos polissacarídeos do L. barbarum, contra 

estresse oxidativo induzido pela droga escopolamina. Além disso, os autores demonstraram a 

reversão da razão Bax/Bcl-2, o que indica uma ação protetora contra déficits cognitivos e de 

memória. 

 Estudos in vitro, realizados com diferentes linhagens celulare, HeLa (ZHU & ZHANG, 

2013); SW480 e Caco-2 (MAO et al., 2011) e células de câncer de fígado humano SMMC-7721 

(ZHANG et al., 2013) indicaram possíveis efeitos antiproliferativos promovidos pelo L. 

barbarum. Zhu e Zhang (2013), confirmaram que os componentes do L. barbarum tem ação 

antiproliferativa para estas células.  

 Zhu e Zhang (2013) verificaram um efeito inibidor de proliferação celular, conferido 

pelos polissacarídeos do L. barbarum sobre células HeLa, da ordem de 35%. Esses dados foram 

confirmados pelo acúmulo significativo de células na fase S (46,9% -59,4%) e sub-G 1 (3,1% -
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5,0%), o que os autores consideraram como indicativo de mecanismo de apoptose. As linhagens 

celulares SW480 e Caco-2, também tiveram sua proliferação inibida de forma dose dependente 

de L. barbarum, para concentrações testdas de 100 a 1000 mg/L. Ambas as linhagens celulares 

de câncer colorretal estacionaram na fase G 0/G 1, confirmada pela diminuição na fase S, devido 

a alterações na via de modulação dos reguladores críticos do ciclo celular (MAO et al., 2011).  

Já a linhagem celular de câncer de fígado humano SMMC-7721, submetida a tratamento com 

diferentes frações de L. barbarum, às doses de 50 a 400 mg/L apresentou efeitos distintos sobre 

a proliferação, distribuição do ciclo celular e indução de apoptose, após 2 dias, 4 dias e 6 dias 

de exposiçao (ZHANG et al., 2013) 

Os dados aqui apresentados sobre os efeitos benéficos do L. barbarum, corroboram com 

os conhecimentos populares da medicina chinesa milenar, transmitida por gerações. Entretanto, 

apesar dos diversos estudos realizados com este fitoterápico, ainda há uma necessidade 

eminente de mais ensaios clínicos, que possam comprovar a eficácia deste nutracêutico para 

humanos, bem como para uma melhor compreensão de sua farmacocinética, dos seus 

mecanismos de ação e possíveis efeitos colaterais. 

2.4 Antimutagênse 

Atualmente, o ser humano está exposto a várias substâncias, tanto naturais como 

sintéticas, que podem causar riscos à sua saúde humana. Dentre elas, estão os agentes 

genotóxicos e/ou mutagênicos, que podem induzir alterações no DNA e favorecer o 

desenvolvimento de tumores. Contudo, embora muitas substâncias apresentem potencial 

deletério para as células, existem outras que são capazes de proteger as células de eventuais 

efeitos danosos (ANTUNES; ARAÚJO, 2000). 

A quimioproteção é o processo pelo qual um agente químico reduz danos no meio 

biológico, causados por agentes tóxicos. Dentre os quimioprotetores, estão os agentes 

antimutagênicos, que são compostos cuja ação reduz a frequência de mutações induzidas tanto 

de forma espontâneas como por xenobióticoss (WATERS et al., 1990; ODIN, 1997).  

O potencial antimutagênico de um composto pode ser avaliado por meio de ensaios 

desenvolvidos em diversos sistemas biológicos, que podem ser até os mesmos utilizados para 

estudos de identificação de agentes mutagênicos. Os testes com mamíferos, utilizados para a 

avaliação da mutagenicidade e/ou antimutagenicidade, abrangem tanto ensaios realizados in 

vitro quanto in vivo (ANTUNES; ARAÚJO, 2000).  

Os estudos com agentes antimutagênicos se iniciaram na década de cinquenta, porém, 

só recentemente ganharam destaque nas pesquisas. Dentre as avaliações realizadas atualmente 
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por ensaios de antimutagenicidade, muitos são com plantas ou compostos naturais que 

apresentam propriedades medicinais, como a cúrcuma (ANTUNES et al., 2000), a própolis 

verde (ROBERTO, 2009), Aloe vera (STURBELLE et al., 2010), Costus spicatus (SAITO et 

al., 2016), Salacia crassifolia (CARNEIRO et al., 2017). Estes estudos têm o objetivo, além 

de avaliar as possíveis propriedades antigenotóxicas e/ou antimutagênicas de agentes naturais, 

que possam prevenir, controlar ou inibir efeitos adversos à molécula de DNA, avaliar os 

efeitos que esses compostos considerados antimutagênicos possam desencadear nos 

organismos que se expõe a eles e comprovar os reais efeitos benéficos dos mesmos (RHEE; 

PARK, 2001). 

2.5 Sistema testes in vitro e in vivo 
 

2.5.1 Allium cepa 

 O sistema teste Allium cepa é um excelente bioindicador para avaliar efeitos 

citotoxicogenéticos de diversos agentes químicos, devido as características possui, como 

cinética de proliferação rápida, alto crescimento de suas raízes e grande número de células em 

divisão, alta tolerância a diferentes condições de cultivo, disponibilidade durante o ano todo, 

fácil manuseio e por possuir cromossomos em número reduzido (2n = 16) e de grande tamanho 

(QUINZANI-JORDÃO, 1978; RANK; NIELSEN, 1997; FERNANDES et al., 2007; LEME; 

MARIN-MORALES, 2009). Além disso, este sistema possui baixo custo e 

confiabilidade/equivalência com os mais conceituados testes de citogenotoxicidade. O 

Programa Internacional de Segurança Química (IPCS, WHO) e o Programa Ambiental das 

Nações Unidas (UNEP) validaram o sistema teste A. cepa como um instrumento de extrema 

eficiência para o monitoramento, in situ, da genotoxicidade de substâncias químicas 

(FACHINETTO et al, 2007). Sendo assim, a espécie A. cepa se tornou a mais indicada como 

material-teste padrão pela “Royal Swedish Academy of Science” (FISKESJÖ, 1985) e pelo 

“Gene-Tox Program” (GRANT, 1982). 

 De uma forma geral, o sistema teste A. cepa é considerado um bioindicador ideal para 

o primeiro screening da citogenotoxicidade de plantas medicinais, devido a sua sensibilidade e 

exatidão. Consequentemente, há uma crescente utilização de ensaios com este organismo, para 

avaliar os efeitos de substâncias consideradas, pelo conhecimento popular, curativas e não 

nocivas à saúde, mas que podem causar danos a saúde (BAGATINI et al, 2007). 

 As análises referentes a citogenotoxicidade e mutagenicidade de uma substância pode 

ser estimada por meio da avaliação do índice mitótico (razão entre as células em divisão 

celular/número de células observadas) e de aberrações cromossômicas em células 
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meristemáticas de A. cepa (FERNANDES et al., 2007), além da presença de micronúcleos em 

células F1.  

 A diminuição do índice mitótico (IM) sugere que a substância teste pode interferir, 

negativamente, nos processos de crescimento e desenvolvimento, enquanto que IM elevados 

podem indicar que a substância tem potencial para induzir a proliferação, característica estar 

comum em processos de tumorizaçao (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009). As aberrações 

cromossômicas (AC) são observadas nas células meristemáticas de A. cepa em qualquer fase 

do ciclo celular. De acordo com o tipo de AC encontrado durante as análises, pode-se inferir o 

modo de ação do agente investigado podendo este ser indutor de efeitos aneugênico e/ou 

clastogênico (VIDAKOVIĆ-CIFREK et al., 2002). 

 Segundo Fiskesjö (1985), resultados positivos obtidos pelo teste de A. cepa são 

possíveis indicações de que a substância testada também pode causar danos biológicos a outros 

organismos, uma vez que esta espécie apresenta uma alta correlação com os outros sistemas 

biológicos utilizados para a mesma função (CHAUHAN et al., 1999; RANK; NIELSEN, 1994; 

TEIXEIRA et al., 2003). Devido a estes conhecimentos, Roberto (2006) sugeriu a utilização do 

sistema-teste de A. cepa para testes de antimutagenicidade. 

2.5.2 Cultura de células 

 Os ensaios in vitro, em especial os realizados com cultura de células de mamíferos, 

constituem uma importante ferramenta de investigação na área da toxicologia (LEWINSKA et 

al., 2007) e apresentam diversas vantagens frente aos testes in vivo. Sistemas in vitro simulam 

o ambiente in vivo, reproduzindo e conservando as características fisiológicas, bioquímicas e 

genéticas dos tecidos originais (ZUCCO et al., 2004). Sendo assim, são considerados uma 

alternativa viável para substituir o uso de animais em testes realizados em laboratório 

(ROGERO et al., 2003). 

 As vantagens de se utilizar essa técnica estão relacionadas com a praticidade do 

delineamento experimental, no qual é possível limitar o número de variáveis; padronizar 

facilmente os ensaios, manipular e controlar as condições do teste; obter resultados 

significativos em curto período de tempo; utilizar pequenas quantidades de células 

(CARVALHO, 1996; ROGERO et al., 2003) e, consequentemente, reduzir a quantidade de 

animais experimentais e os custos operacionais e de infra-estrutura (BRUSICK, 1987; 

CARVALHO, 1996; ZUCCO et al, 2004; LEWINSKA et al., 2007). Além disso, o uso de 

ensaios in vitro possibilita também direcionar os efeitos tóxicos da substância teste para órgãos 

alvos específicos (ZUCCO et al., 2004), avaliando assim, o mecanismo de ação de 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651309000529#bib58
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xenobióticoss, o que possibilitando estimar a sua ação direta ou indireta sobre o DNA 

(TAKAHASHI, 2003).  

 As culturas de células de mamíferos são amplamente utilizadas nos estudos de 

avaliação da mutagenicidade (COSTA et al., 2008) e antimutagenicidade (BELLINI et al., 

2006) de extratos orgânicos. No entanto, Morales (2008) sugere que os estudos desenvolvidos 

com linhagens celulares também devem ser realizados em sistemas in vivo, a fim de confirmar 

os efeitos encontrados in vitro. Segundo a autora, o organismo completo pode responder de 

forma diferente das células isolada, devido as interações fisiológicas entre os diversos tecidos 

e órgãos, o que pode levar a variações nos resultados. 

 As linhagens celulares derivadas de tecido humano são consideradas mais confiáveis 

para a avaliação de riscos toxicológicos a serem extrapolados para seres humanos. Dentre as 

linhagens utilizadas na toxicologia, destacam-se as células de hepatoma humano (HepG2), por 

estas apresentarem uma intensa atividade e expressão de enzimas relacionadas à metabolização 

de substâncias químicas (ZUCCO et al., 2004), o que as tornam um poderoso sistema-teste para 

detecção in vitro (KNOWLES; HOWE; ADEN, 1980; GUILLOUZO, 1998; SINZ, 1999).  

 A principal vantagem de se utilizar essa linhagem celular, está relacionada a 

similaridade de suas características com as células humanas in vivo (VAN DER WATER et al., 

2011). Estas células conservam a maior parte das funções dos hepatócitos humanos (NAJI-ALI 

et al., 1994) e apresentam morfologia bastante semelhante a eles. A linhagem HepG2 também 

possui sistema de metabolização que inclui atividades enzimáticas de Fase I e II, as quais podem 

promover a ativação e desintoxicação de substâncias químicas reativas ao DNA 

(KNASMÜLLER et al., 1998; 2004).  Sendo assim, a cultura desta linhagem celular é 

considerada um eficiente sistema teste, para ser aplicado em ensaios que avaliam o potencial 

citotóxico e genotóxico de diversas substâcias (WESTERINK et al., 2010; LEME et al., 2011; 

LIU et al., 2012). 

 Vários tipos celulares têm sido isolados com sucesso, aumentando as possibilidades 

de uso de culturas celulares para avaliação da ação de xenobióticoss. Outra linhagem celular 

também muito utilizada para este fim é a de adenocarcinoma mamário humano (MCF-7). Essa 

linhagem tumoral foi estabelecida na década de 70, a partir de células tumorais provenientes de 

efusão pleural, originadas de tumor metastático de câncer de mama. As células desta linhagem 

apresentam receptor para estrógeno, são resistentes a uma variedade de drogas (SIMSTEIN et 

al., 2003; JÄNICKE, 2009) e apresentam tumorigenicidade, quando implantadas em 

camundongos, porém pouco invasivas (ZAJCHOWSKI et al., 2001). Além disso, elas mantêm 

várias características do epitélio mamário diferenciado, incluindo a capacidade de processar o 
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estradiol por meio de receptores de estrogênio citoplasmáticos e a capacidade de formar 

cúpulas. Por essas características, elas são muito utilizadas em estudos in vitro de câncer de 

mama (MORANTES et al., 2007). 

 

2.6 Biomarcadores  

2.6.1 Teste de aberrações cromossômicas (AC) 

  O teste de aberrações cromossômicas realizados com células meristemáticas de A. cepa 

é amplamente utilizado em diversas pesquisas que avaliam o potencial citotóxico, genotóxicos 

e mutagênico e para compreender os mecanismos de ação de várias substâncias químicas 

(FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1994; BIANCHI et al, 2011; BAKARE et al., 2012; 

ARORA et al., 2014; RODRÍGUEZ et al., 2015; MAZZEO et al., 2015; VENTURA-

CAMARGO et al., 2016).  Este teste, que é baseado na citogenética clássica, é citado como o 

mais utilizado e um dos poucos capazes de avaliar mutações em células expostas a substâncias 

com potencial carcinogénico (RANK et al., 2002). 

 De uma forma geral, os testes citogenéticos são eficientes para verificar os efeitos 

danosos de uma substância, em suas diferentes concentrações e após tempos variados de 

exposição. Estes testes também são importantes para avaliar influência dos xenobióticoss sobre 

os organismos (AL-SABTI & KURELEC, 1985; AL-SABTI, 1989; ABDOU et al., 1989; 

ARRIGONI et al., 1989; KAK & KAUL, 1989; KUMAR & SINHA, 1989; RAO, 1989; 

CHAUHAN & SUNDERARAMAN, 1990; PANDA et al., 1990; KUMAR et al., 1989). 

  As aberrações cromossômicas são alterações, espontâneas ou induzidas por agentes 

físicos/químcios (RUSSEL, 2002), que ocorrem na estrutura ou no número de cromossomos 

das células expostas a uma dada substância de interesse de avaliação (GRANT, 1982; GRANT, 

1994; FISKEJÖ, 1985; NIELSEN & RANK, 1994). Fernandes et al. (2009) sugere que as 

alterações cromossômicas podem ser consideradas evidências de efeitos genotóxicos e 

mutagênicos, induzidos por agente clastogênicos e/ou aneugênicos. 

De acordo com Fenech (2000), os agentes químicos e físicos podem promover AC ou 

por ação aneugênica, quando a interação do agente se dá com estruturas citoplasmáticas, ou por 

ação clastogênica quando a interação acontece com a molécula do DNA. Segundo Fiskesjo 

(1993), as quebras cromossômicas estão relacionadas com a formação de fragmentos 

acêntricos, que podem formar MN nas próximas gerações celulares, enquanto que a ação 

aneugênica pode inativar o fuso mitótico e consequentemente, gerar células c-metafásicas 

(FISKESJO, 1985; FISKESJO, 1993). 
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   Além das perdas cromossômicas, a ação aneugênica também pode acarretar uma 

segregação inapropriada dos cromossomos durante a divisão celular e resultar em uma 

sequência de eventos que levam as várias alterações cromossômicas (SAUNDERS et al., 2000, 

FERNANDES et al., 2009) como, células binucleadas, poliploidias, C-metáfese, aderências 

cromossômicas, células com núcleos lobulados e anáfases multipolares (FERNANDES et al., 

2009).  

  As células poliploides são decorrentes de falha no fuso mitótico e inibição da 

citocinese. Pelas falhas do fuso, os cromossomos não migram para os polos das células e, por 

falhas nas estuturas relacionadas com a citocinese (fragmoplasto das vegetais e estruturas 

contrácteis em animais), o material genético não se segrega para polos opostos, caracterizando 

assim um único núcleo celular poliploidizado. (VIDAKOVIĆ-CIFREK, et al., 2002; 

FERNANDES et al., 2009).  

   A multipolaridade ocorre, durante a anáfase ou telófase, como consequência de um 

desequilíbrio do aparelho mitótico, que ocasiona a divisão dos centros organizadores de 

microtúbulos sem a haver segregação cromossômica. Após a normalização da divisão celular, 

os centros organizadores estão amplificados, gerando mais de dois polos para receberem, no 

próximo evento de divisão celular desta célula, os cromossomos em migração, dando origem, 

assim, às células multinucleadas (FERNANDES et al., 2009).  

  Outras alterações observadas no teste de aberrações cromossômicas são aneuploidia, 

pontes, brotos e aderências. A aneuploidia está relacionada com a inativação parcial do fuso 

mitótico, que decorre em perda de cromossomos inteiros, os quais ficam dispersos no 

citoplasma (SHAMINA et al., 2003).  Já as pontes surgem quando os cromossomos dicêntricos 

são tracionados para polos opostos, sem haver rompimento da estrutura cromossômica, 

mantendo os núcleos filhos ligados por uma ponte cromatínica (UMEGAKI et al., 2000; 

FERNANDES et al., 2009).  

  Os brotos são derivados da ação do mecanismo de reparo celular, que eliminam o DNA 

amplificado do núcleo (FENECH; CROTT, 2002).  Alguns autores, como Shimizu et al (1998; 

2000) e Fernandes (2007), caracterizaram esse evento como um processo ativo do material 

amplificado localiza na periferia do envoltório nuclear.  

  Por fim, as aderências cromossômicas são danos irreversíveis, promovidos por 

inativação total dos fusos mitóticos (FERNANDES et al., 2009), resultantes da ação de um 

agente tóxico sobre a célula. Essa AC, geralmente está associada a mecanismos tóxicos que 

levam à morte celular (MARCANO et al., 2004; GÖMÜRGEN et al., 2005; TÜRKOĞLU, 

2007). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651309000529#bib58
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691508000665#bib20
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691508000665#bib49
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691508000665#bib49
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 Segundo Houk (1992), os resultados obtidos em bioensaios genéticos são relevantes 

à saúde humana, pois o alvo de estudo é o DNA, estrutura esta comum a todas as células vivas. 

Desta forma, é possível inferir que compostos reativos com o DNA de uma espécie têm o 

potencial de agir de forma semelhante em outras espécies. Em geral, as alterações provocadas 

no material genético, como as aberrações estruturais e numéricas, são deletérias para o 

organismo e podem ocasionar alterações à saúde humana, como neoplasias e anormalidades 

congênitas de recém-nascidos. (NATARAJAN, 2002) 

  

2.6.2 Teste de citoxicidade – MTT 

Os testes de citotoxicidade são ferramentas importantes para investigar se um 

determinado agente influencia na viabilidade celular. Esses testes são necessários de serem 

desenvolvidos antes de outros ensaios celulares, como os de mutagenicidade, indução de 

apoptose, de patologias celulares e, até mesmo, de toxicidade de drogas farmacêuticas 

(KOMISSAROVA et al., 2005).  

Atualmente, dentre os ensaios para avaliar a citotoxicidade de compostos isolados ou 

em misturas, se destaca o ensaio colorimétrico do MTT que, por ser um dos testes mais 

versáteis, rápidos, precisos e baratos, é também um dos mais utilizados em pesquisas para este 

fim. Dentre os seus usos estão a avaliação de citotoxicidade, proliferação ou a ativação celular 

(MOSMANN, 1983).  

O teste do MTT se baseia no metabolismos celular, onde células metabolicamente ativas 

absorvem o sal 3-(4,5-dimethylthiazolil-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), um 

corante amarelo, e o reduzem a cristais de formazan 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-

difenilformazan, de coloração roxa, dentro das suas mitocôndrias. Sendo assim, o sinal gerado 

é dependente do grau de ativação das células, ou seja, a quantidade de formazan gerada é 

proporcional à quantidade de células vivas, dados estes que podem ser medidos 

espectofotometricamente (HOLST; OREDSSON, 2005).  

Em geral, o ensaio do MTT mede danos induzidos por um dado composto/extrato no 

metabolismo celular de glicídeos, uma vez que este metabolismo é fundamental para a geração 

dos elétrons, que serão responsáveis pela redução do MTT a formazan. Assim, quando as 

células sofrem algum dano decorrente do contato com as amostras testadas, o metabolismo dos 

glicídeos é alterado, levando a uma queda/bloqueio da produção de elétrons o que, 

consequentemente, não permite ou diminui a redução do MTT a formazan (BERRIDGE, 

HERST, & TAN, 2005). 
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Este teste vem sendo utilizado previamente em diversas análises como as de 

citotoxicidade de efluentes, águas superficiais e tratadas (ZEGURA et al., 2009), 

microcontaminantes após o tratamento avançado do efluente com O3 e UV/H2O2 (RICHARD 

et al., 2013), de compostos químicos (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006; MCGUIGAN & LI, 

2014), fármacos (AYAKI et al., 2010; ALLEN et al., 1991). 

2.6.3 Ensaio do cometa 

O ensaio do comenta ou Single Cell Gel Electrophoresis Assay (SCGE) é considerado 

um eficiente teste para avaliação de genotoxicidade, pela sua rapidez, simplicidade e 

sensibilidade em detectar danos no DNA de células individuais, induzidos por agentes 

alquilantes, intercalantes e oxidantes (PAVLICA et al., 2001; ANDRADE et al., 2004; 

MATSUMOTO et al., 2006). Este teste permite detectar danos genético das células, 

promovidos por agentes capazes de induzir quebras na estrutura do DNA (SCHERER; 

STROHSCHOEN, 2013). Sua análise baseia-se na observação de lâminas preparadas com 

células expostas a um determinado agente a ser invetisgado, que foram submetidas a uma 

corrida de eletroforese. As células com quebras no seu material genético, terão seus fragmentos 

deslocados, em relação à posição da cabeça do nucleóide, formando uma figura semelhante a 

um cometa (BAJPAYEE et al., 2013).   

Outra vantagem do ensaio do cometa, desenvolvido por Ostling e Johanson (1984) e por 

Speit et al. (2009), está na capacidade que esta técnica possui em detectar baixos níveis de 

danos, bem como reparos, no DNA. Além disso, requerer um pequeno número de células, não 

necessitando que estas estejam em divisão, o que permite que o teste seja desenvolvido em 

qualquer fase do ciclo celular (PAVLICA et al., 2001).  

De acordo com Singh et al. (1988), o ensaio do cometa é capaz de detectar quebras de 

fita simples ou dupla, lesões de sítios alcali-lábeis, locais incompletos e crosslinks (BRIANEZI, 

CAMARGO, MIOT, 2009). Entretanto, segundo Tice et al. (2000), o ensaio do cometa, 

realizado com o pH > 13, é o mais recomendado para ser utilizado em testes de genotoxicidade, 

uma vez que o pH alto maximiza a expressão de sítios álcali-lábeis e quebras de fitas simples 

de DNA. 

O ensaio do cometa vem sendo utilizado por diversos pesquisadores para avaliar, in 

vitro e in vivo, a genotoxicidade de diversos compostos químicos em várias linhagens celulares, 

normais ou transformadas (PATEL et al., 2007; MAZZEO et al., 2013; CAVALCANTE et al., 

2014; MANZANO et al., 2014; BIANCHI et al., 2015). Estudos realizados por Matsumoto et 

al. (2005) e por Ventura et al. (2008) confirmam a alta sensibilidade do ensaio do cometa na 
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detecção de danos e demonstram a compatibilidade entre este teste com outros métodos de 

avaliação de genotoxicidade. Bianchi (2008) destacou ainda que o ensaio do cometa foi mais 

sensível que o teste do micronúcleo, para avaliar, em células da linhagem HTC, os efeitos do 

inseticida malation. 

2.6.4 Teste do MN  

  O teste do micronúcleo com bloqueio de citocinese é um ensaio citogenético eficaz, tanto 

in vivo como in vitro, para avaliar a mutagenicidade de substâncias químicas (HEDDLE et al., 

1983). Este teste pode verificar tanto a ação de agentes clastogênicos (quebram cromossomos) 

como de ação aneugênica (induzem aneuploidia ou segregação cromossômica anormal) (MAC 

GREGOR et al.,1987). 

Um dos principais parâmetros analisados neste teste são os micronúcleos (MN), os quais 

correspondem a estruturas circulares, compostas por massas de cromatina, de aproximadamente 

1/5 a 1/20 do tamanho do núcleo principal da célula, que apresentam a mesma refringência do 

núcleo (AL-SABTI; METCALFE, 1995).  Em geral, os MNs são resultantes da condensação 

de fragmentos acêntricos ou de cromossomos inteiros, que se quebraram ou se perderam durante 

o processo de divisão celular e não foram incorporados a nenhum dos núcleos das células-filhas 

(AL-SABTI; METCALFE, 1995).  

 O teste do micronúcleo é considerado uma técnica de avaliação de mutagenicidade 

eficaz, de fácil análise e aplicável tanto em testes in vivo como in vitro (HEDDLE et al., 1983). 

Esse ensaio tem sido amplamente usado em testes in vitro (FENECH, 2000), com diferentes 

linhagens celulares, como as CHO (OLIVEIRA et al., 2007), HTC (COSTA et al., 2008), 

HepG2 (MIYAJI et al., 2006) e HeLa (JAGETIA; ARUNA, 2003).  

Nos ensaios de micronúcleo in vitro, é necessoaria a utilização da citocalasina B, que é 

um inibidor da polimerização da proteína actina, que é requerida para a formação do anel 

contráctil, que induz a divisão da célular (citocinese). Essa substância bloqueia a divisão celular 

sem impedir a divisão nuclear, resultando, então, em células portadoras de dois núcleos. Dessa 

forma, há um acúmulo de células binucleadas, obtidas de células que passaram por um ciclo de 

divisão nuclear. A análise dos MN dessas células binucleadas permite avaliar o seu potencial 

mutagênico da substância testada (FENECH, 2000; KIRSCH-VOLDERS et al., 2002; 

SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003).  
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2.6.5 Estresse oxidativo  

O estresse oxidativo é um processo que ocorre devido ao desequilíbrio entre as 

concentrações de agentes pró-oxidantes e a capacidade antioxidante da célula, gerando uma 

excessiva quantidade de radicais livres, associado a uma baixa velocidade de remoção dos 

mesmos (BARBOSA et al, 2010). Os radicais livres possuem a capacidade de reagirem com as 

biomoléculas e, consequentemente, ocasionar perda de funções biológicas e/ou a alteração do 

equilíbrio homeostático, que se manifesta em forma de danos nas células e tecidos 

(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). 

As células estão constantemente expostas a uma grande variedade de espécies reativas 

de oxigênio (EROS) e de radicais livres, tanto de origem endógena como exógena, gerados nas 

mitocôndrias, nas membranas celulares e no citoplasma (KOHEN; GATI, 2000). 

As EROS e os radicais livres podem induzir efeitos prejudiciaisàs constituintes da 

membrana celulares, aos ácidos nucleicos, aos lipídios, às proteínas e a outros componentes 

celulares (POLI et al., 2004). Segundo Kohen e Nyska (2002), os lipídeos das membranas 

biológicas, as proteínas e o DNA são os alvos mais vulneráveis às EROs. 

Os danos que ocorrem aos lipídeos são denominados de peroxidação lipídica, o qual 

pode desestruturar a organização de membranas biológicas, devido a mudanças na sua fluidez 

e permeabilidade, ocasionando tanto a inibição de processos metabólicos como alterações no 

transporte de íons (NIGAM; SCHEWE, 2000). Os produtos da peroxidação lipídica podem ser 

quebrados e resultarem na formação de diversos aldeídos reativos, como malondialdeído 

(MDA). Estes aldeídos também podem reagir com o DNA, ocasionando modificação nas bases 

nitrogenadas, perda de purinas (sítios apurínicos), danos na desoxirribose, quebras de fita 

simples e duplas, ligação cruzada DNA-proteína e danos no mecanismo de reparo do DNA 

(KOHEN; NYSKA, 2002). 

Um dos métodos para a avaliação da peroxidação lipídica mais utilizado é a 

quantificação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), especialmente, o 

malondialdeído (MDA) (KOHEN; NYSKA, 2002). 

Em geral, as EROS podem causar diversos tipos de danos no DNA, que podem resultar 

na formação adutos que induzem mutações e alterações nos padrões de expressão gênica, como 

atraso ou indução do processo de transcrição, indução das vias de transdução de sinais, erros de 

replicação e morte celular (VALKO et al., 2006; KLAUNIG et al., 2011).  

Devido aos efeitos deletéricos das EROS, os organismos possuem sistemas para inativar 

e/ou bloquear estas espécies reativas e, assim, controlar a ocorrência de danos oxidativos 

celulares (BIANCHI; ANTUNES, 1999; SHAMI; MOREIRA, 2004). Este sistema pode ser 
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dividido em duas classes de antioxidantes: o sistema não enzimático, constituído por vitaminas 

A, C e E, carotenóides, flavonóides, antioxidantes tióis, uratos, além de outros compostos 

(MCCALL; FREI, 1999; ZIECH et al., 2010), e o sistema enzimático, constituído pelas enzimas 

catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR), glutationa S- 

transferase (GST) e superóxido dismutase (SOD) (POWERS et al., 1994). 

A análise do nível de estresse oxidativo pode ser feita de diversos modos, dentre eles, 

os mais usuais incluem a avaliação da atividade das enzimas antioxidantes e averiguação dos 

danos celulares causados pelas espécies reativas (BARBOSA et al., 2010). Sendo assim, os 

biomarcadores bioquímicos são extensivamente utilizados para essas avaliações, pois estão 

envolvidos com a detoxificação celular e apresentam algumas vantagens, como sensibilidade a 

xenobióticoss, alta especificidade e baixo custo de análise (VAN DER OOST et al., 2003). 

A catalase (CAT) é enzimas tetraméricas intracelulares que tem como função degradar 

o peróxido de hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio molecular (VALKO et al., 2006; 

VLASITS et al., 2010). Dentre as enzimas degradantes, a CAT tem sido considerada a enzima 

mais eficiente para degradar o H2O2, pois degrada o seu substrato e, ainda, promove um ganho 

de energia celular. Além da CAT estar envolvida na dismutação do H2O2, ela também participa 

de processos detoxificativos de alguns substratos, como fenol, álcoois, ácido fórmico e 

formaldeído (SENGUPTA, CHATTERJEE, DEY, 2016). 

Outra enzima intracelular que catalisa a dismutação de O2˙¯ para O2 e H2O2 é a 

superóxido dismutase (SOD) (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). A SOD é a enzima 

antioxidante intracelular mais abundante no organismo (VENSKE, 2010), classificada de 

acordo com o metal que apresentam em sua estrutura, sendo os mais conhecidss o cobre/zinco 

(Cu/Zn-SOD), o manganês (Mn-SOD) e o ferro (Fe-SOD) (ALSCHER et al., 2002). 

As glutationas transferases (GSTs), também conhecida como glutationa S-transferases, 

são enzimas antioxidantes que catalisam a conjugação da glutationa reduzida (GSH) com 

compostos tóxicos, interagindo com o seu grupo sulfidrila (SH). Alterações nos níveis de 

grupos -SH das proteínas totais representam um marcador eficiente para avaliar danos 

oxidativos (BARBOSA et al., 2010). A ação das GSTs leva a neutralização dos sítios 

eletrofílicos, para tornar seus produtos mais solúveis em água e menos tóxicos, facilitando, 

assim, a sua degradação e excreção (HABIG et al., 1974; CARLETTI et al., 2008; FORTIN, 

2014). Evolutivamente, as GSTs  representam um mecanismo de defesa da célula, por participar 

das etapas do catabolismo de aminoácidos, como fenilalanina e tirosina, além de serem 

utilizadas pela célula na inativação de fármacos (OLIVEIRA, 2014). 



Revisão de Literatura________________________________________________________34 

 

A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptídeo sintetizado pelo organismo, a partir dos 

aminoácidos glutamato, cisteína e glicina. Esse tripeptídeo exerce um importante papel na 

manutenção dos grupos tióis (-SH) das proteínas e redução das ligações dissulfetos (-S-S-), 

induzidas pelo estresse oxidativo (YOU; PARK, 2010). Essa forma reduzida da glutationa 

(GSH) age como um antioxidante, neutralizando a ação dos radicais livres. A atividade da GSH 

é utilizada como um marcador da capacidade da célula manter a sua homeostase. O seu déficit 

acarreta na diminuição da resistência às drogas, radiações e da capacidade de reversão de 

tumores (YOU; PARK, 2010; HARA, 2012).   

2.6.6 Análises fitoquímicas 

As pesquisas fitoquímicas tem como objetivo determinar ou confirmar a presença 

dos constituintes químicos de diversas espécies vegetais. Essa análise pode auxiliar no 

direcionamento de avaliações que visam o isolamento ou o melhor conhecimento das 

substâncias presentes no material investigado (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). 

Atualmente, as substâncias isoladas de plantas estão servindo de modelo para a produção de 

novos medicamentos sintéticos, enquanto que seus extratos são utilizados como fitoterápicos 

(YUNES; CECHINEL FILHO, 2001). 

Os metabólitos secundários são substâncias que não desempenham atividades 

biológicas vinculadas ao metabolismo básico da espécie, ou seja, não são essenciais ao 

organismo produtor. Entretanto, estes metabólicos asseguram vantagens para a 

sobrevivência e preservação do organismo (SIMÕES et al, 2003). As análises fitoquímicas 

podem indicar os grupos de metabólitos secundários mais relevantes de uma espécie.  

Tradicionalmente, as caracterizações dos principais grupos de substâncias vegetais 

são feitas por meio de reações químicas colorimétricas e/ou precipitação. Dentre os testes 

clássicos de identificação dos principais grupos de princípios ativos, pode-se citar o índice 

de espuma, para as saponinas; os reagentes de Bouchardat e Drangerdoff, para os alcalóides; 

e a reação com cloreto férrico, para os flavonóides (HARBONE; 1998; MELLO et al., 2000; 

FALKENBERG et al., 2003). 

As saponinas são heterosídeos de triterpenos ou esteróides que possuem a capacidade 

de formar espuma persistente em água, por diminuem a tensão superficial. Tal característica 

se deve a sua estrutura, cuja composição compreende uma porção lipofílica apolar (aglicona 

ou sapogenina) e uma hidrofílica polar (açúcares), semelhante a um detergente. Devido a 

estas características, a identificação é feita pelo teste de formação de espuma persistente, 

após agitação vigorosa da mesma (ARRUDA, 2015). 
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Os alcaloides são substância de caráter básico, que possuem em sua estrutura um ou 

mais átomos de nitrogênio, geralmente presentes na estrutura cíclica. As reações gerais para 

detectar a presença de alcalóides se baseiam na formação de complexos insolúveis, 

precipitados, formados após a utilização dos reagentes de Bouchardat e Drangerdoff 

(ARRUDA, 2015). 

Os flavonóides são compostos bioativos do grupo dos polifenóis, que possuem como 

estrutura química principal C6-C3-C6. Estes compostos compõem o maior grupo de agentes 

fenólicos naturais encontrados nos vegetais e apresentam função protetora contra danos 

oxidativos no próprio organismo produtor (PETERSON; DWYER, 1998). Os compostos 

fenólicos são facilmente oxidados e, após a oxidação, eles, se transformam em substâncias 

com cores específicas, que indicar o grupo a que eles pertencem. Por exemplo, quando o 

cloreto férrico reage com flavonóides a reação adquire a cor azul ou verde azulada 

(ARRUDA, 2015). 

Uma forma de se determinar os compostos fenólicos presentes em vegetais é por   

meio de análise fitoquímicas quantitativas dos compostos fenólicos totais. Esses 

compostostos são substâncias que conferem sabor, odor e cor para diversos vegetais 

(SIMÕES et al., 2003).  A determinação destes compostos permite estimar o potencial 

antioxidante do extrato vegetal, pois a quantidade de polifenóis totais de um extrato está 

diretamente realciona com a sua capacidade antioxidante do mesmo (SILVA et al, 2015).   

A atividade antioxidante pode ser determinada pelo ensaio com o composto 2,2 

difenil- 2-picril-hidrazil 2,2 difenil- 2-picril-hidrazil, conhecido como método do DPPH.  O 

DPPH é um radical livre estável, com ausência de um elétron em sua estrutura, que pode ser 

usado para testar o potencial de doação de elétrons de outros compostos, por exemplo dos 

compostos fenólicos. Uma substância ao doar um elétron para o DPPH, faz com que este 

mude sua cor, permitindo o monitoramento da reação pelo espectrofotômetro (OSMAN et 

al., 2012). 

 

 



Objetivos_________________________________________________________________36 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Considerando a ampla utilização de Lycium barbarum como nutracêutico e os poucos 

estudos sobre seu possível efeito tóxico no organismo, assim como seu potencial protetor para 

o material genético, este trabalho teve como objetivo geral avaliar o potencial citotóxico, 

genotóxico, antigenotóxico, mutagênico, anitmutagênico e indução do estresse oxidativo de 

diferentes concentrações do extrato de L. barbarum, por meio de ensaios realizados com 

sistemas-testes in vitro e in vivo. 

 

3.2. Objetivos específicos 

-  Avaliar o potencial citotóxico do extrato de L. barbarum, pela análise de alterações nos 

índices mitóticos em células meristemáticas de A. cepa, expostas a concentrações 

recomendadas para uso diário humano; 

- Avaliar os potenciais genotóxicos do extrato de L. barbarum, por meio do ensaio de 

aberrações cromossômicas e de micronúcleos em células meristemáticas de A. cepa, expostas a 

concentrações recomendadas para o uso diário humano; 

 - Avaliar os potenciais mutagênicos do extrato de L. barbarum, por meio do ensaio de 

micronúcleos em células F1 de A. cepa, expostas a concentrações recomendadas para o uso 

diário humano; 

-     Avaliar os possíveis efeitos citotóxicos, genotóxico, antigenotóxicos, mutagênico, 

antimutagênicos e indução de estresse oxidativo do extrato de L. barbarum, por meio do ensaio 

do MTT, ensaio do cometa, teste de micronúcleo com bloqueio de citocinese e avaliação do 

estresse oxidativo em células HepG2 (células de hepatoma humano) e MCF-7 (células de 

adenocarcinoma de mama humano); 

-  Identificar e inferir os possíveis mecanismos de ação do L. barbarum por meio de 

diferentes bioensaios, desenvolvidos com diferentes organismos; 

-    Avaliar qualitativamente a presença de flavonóides, saponinas e alcalóides nas diferentes 

concetracões testadas para o extrato de L. barbarum;  
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-  Avaliar quantitavamente a atividade antioxidantedas concentrações testadas para o 

extrato de L. barbarum assim como o teor de polifenóis do extrato vegetal de L.barbarum. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Material estudado 

O extrato aquoso de Lycium barbarum, proveniente da distribuidora Galena 

Farmacêutica®, foi adquirido em uma farmácia de Rio Claro- SP. Para a realização de todos os 

ensaios realizados com os diferentes sistemas testes foram preparadas diferentes concentrações 

de L. barbarum, baseadas nas informações toxicológicas contidas na ficha de segurança do 

produto fornecida pelo distribuidor do produto. 

4.2 Material biológico 

4.2.1 Sistema teste Allium cepa 

A espécie A. cepa (2n = 16) foi usada como organismo-teste para avaliar a 

citotoxicidade, genotoxicidade, antigenotoxicidade, mutagenicidade e antimutagenicidade do 

L. barbarum. Nos ensaios, foram usadas sementes de cebola Isla Park Sementes Ltda® do 

mesmo lote da variedade Baia Periforme. 

 

4.2.2 Manutenção da linhagem celular HepG2 

As células de hepatocarcinoma humano HepG2 (ATCC® HB-8065™) foram obtidas 

junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro e cultivadas em meio MEM (Meio 

Mínimo Essencial de Eagle), suplementado com 10% de soro bovino fetal. Os frascos de cultivo 

celular com ventilação (25 cm²) foram mantidos em temperatura (37ºC) e umidade controladas 

(60%), em estufa de CO2 (5%). Primeiramente, as celulas foram descongeladas em 10 mL de 

meio MEM com soro. Após o crescimento celular, elas foram lavadas, por duas vezes, em 5 

mL de PBS, tripsinizadas por 5 minutos com Tripsina-EDTA 0,5%. A seguir a tripsina foi 

inativada, pela adição de 1,5 mL de meio de cultura suplementado. Após obter a quantidade 

ideal de células nos frascos, foram realizados o teste do MTT, ensaio do cometa, teste do MN 

com bloqueio de citocinese e avaliação do estresse oxidativo. 

4.2.3 Manutenção da linhagem celular MCF-7 

As células de câncer de mama humano MCF-7 (ATCC® HTB-22™) foram obtidas 

junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro e cultivadas em meio DMEM (Meio Dulbecco 

MEM), suplementado com 10% de soro bovino fetal. Os frascos de cultivo celular com 

ventilação (25 cm²) foram mantidos em temperatura (37ºC) e umidade controlada (60%), em 
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estufa de CO2 (5%). Inicialmente, a linhagem MCF-7 foi descongelada em 10 mL de meio 

DMEM com soro. Após o crescimento celular, as células foram lavadas, por duas vezes, em 

5 mL de PBS, tripsinizadas com Tripsina-EDTA 0,5% por 5 minutos. Em seguida, a tripsina 

foi inativada com 1,5 mL de meio de cultura suplementado. Quando se obteve a quantidade 

ideal de células nos frascos foram realizados os testes do MTT, do cometa, do MN com 

bloqueio de citocinese e avaliação do estresse oxidativo. 

4.3  Bioensaios realizados 

 Para a determinação da citotoxicidade, genotoxicidade, antigenotoxicidade, 

mutagenicidade, antimutagenicidade e indução do estresse oxidativo do L. barbarum, nas 

linhagens HepG2 e MCF-7, foram realizados os testes do MTT, ensaio do cometa, ensaio do 

MN com bloqueio de citocinese e avaliação da indução do estresse oxidativo. Para o organismo 

A. cepa, foram realizados os testes de Aberrações cromossômicas e micronúcleos em 

meristemática e o teste de MN em células F1. A metodologia de todos esses ensaios está 

detalhadamente apresentada nos artigos que compõem os resultados desta pesquisa. 
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Resumo 

 Lycium barbarum, popularmente conhecido como goji berry, é uma planta que tem em 

sua composição flavanóides, compostos fenólicos e carotenóides que estão relacionados a 

efeitos anticarcinogênicos e antimutagênicos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar, 

por meio do sistema teste Allium cepa, a ação genotóxica/antigenotóxica e 

mutagênica/antimutagenica dos extratos desta planta. Os ensaios de genotoxicidade e 

mutagenicidade foram realizados com sementes de A. cepa submetidas a 3 diferentes 

concentrações do extrato de goji berry (0,2; 0,4 e 0,6 g/L) por 24 horas. As concentrações do 

extrato também foram associadas ao MMS, para avaliação do potencial antigenotóxico e 

antimutagênico, sob protocolos de pré-tratamento, tratamento simultâneo simples e pós-

tratamento. Foi avaliado ainda o potencial antioxidante, o teor de polifenóis totais e a 

fitoquímica qualitativa do extrato. Os resultados deste estudo mostram que o L. barbarum não 

apresentou potencial genotóxico ou mutagênico para A.cepa, mas apresentou resposta positiva 

para ação antigenotóxica e antimutagênica. Os protocolos de pré-tratamento com a 

concentração de 0,6 g/L e todos os tratamentos simultâneos mostraram ser mais eficientes na 

desmutagênese. Contudo, como houve eficiência para todos os protocolos e concentrações 

testadas, pode-se inferir que o goji berry também age por bioantimutagênese. Pelas taxas de 

redução dadas observadas para A. cepa, podemos inferir que o extrato de L. barbarum apresenta 

um efeito protetor sobre esse organismo (41,7% a 64% para células meristemáticas e de 65% a 

100% para as células F1), o que pode sugerir a possibilidade de intensificação de seu uso como 

um alimento funcional capaz de prevenir lesões no DNA. 

 

Pavras-chaves:  goji berry; Allium cepa; redução de danos no DNA; antimutagenicidade; 

aberrações cromossômicas; micronúcleos. 
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1. Introdução 

Atualmente, tornou-se evidente o uso crescente de plantas medicinais como formas 

alternativas de tratamento ou terapia paralela à medicina convencional.  Alguns pesquisadores 

sugerem que a valorização mundial do uso de plantas e de outras fontes naturais com 

propriedades terapêuticas seja consequência da busca constante por hábitos saudáveis e pela 

dificuldade de se obter tratamentos eficazes contra algumas doenças (SOUZA-MOREIRA, 

ETHUR et al., 2011; OLIVEIRA, GILBERT, BÔAS, 2013; CORRÊA JR., 2014; ASSIS et al., 

2015). 

Dentre os diversos fitoterápicos utilizados na medicina popular, o Lycium barbarum, 

popularmente conhecido como “Goji Berry”, vem despertando muito interesse devido a sua 

ação redutora de peso (COELHO; SALAS-MELLADO, 2014; COSTA et al., 2017), de um 

forte aliado na prevenção do envelhecimento e, consequentemente, no aumento da longevidade 

(AMAGASE; FARNSWORTH, 2011; DONNO et al., 2014; MOURA, 2016). 

O L. barbarum, também conhecido como “wolfberry”, “gou qi zi”, “fructus lycii”, é uma 

planta natural da Ásia, principalmente do noroeste da China, cuja frutos fusiformes têm alto 

valor nutritivo (ZHONG; SHAHIDI; NACZK, 2012; VIEIRA, 2016). Seus frutos são 

referenciados no ocidente como “super frutos”, devido ao grande poder antioxidante 

(CAVAZIM; FREITAS, 2014; VIEIRA, 2016), conferido pela presença de flavanóides, 

compostos fenólicos, betaína, β-carotenos e polissacáridos em sua composição (BALLARÍN, 

2011; CAVAZIM; FREITAS, 2014). 

   Além da atividade antioxidante, os constituintes do L. barbarum conferem outras 

atividades biológicas como ação antimutagênica (MOCAN et al., 2017), funções 

imunomoduladoras (OSMAN et al., 2012; CUNHA, 2014) e propriedades neuroprotetivas 

(STATE PHARMACOPOEIA COMMITTEE, 2010; SILVA, DEGÁSPARI, 2014).   

Apesar dos benefícios, plantas medicinais podem também conferir efeitos adversos, 

requerendo a necessidade de segurança avaliação toxicológica. As plantas medicinais 

apresentam substâncias bioativas para outros organismos, sendo então chamadas de 

xenobióticoss. Contudo, essas substâncias podem sofrer biotranformação no organismo exposto 

e gerar produtos tóxicos, que vão além da sua finalidade terapêutica (ARAÚJO et al., 2011; 

BALDISSERA et al., 2016). Desta forma, o consumo exacerbado de fitoterápicos pode 

desencadear efeitos deletérios imediatos ou a longo prazo à saúde do consumidor, tais como 

efeitos alergênicos, efeitos tóxicos graves em vários órgãos e até mesmo induzir o 

desenvolvimento de certos tipos de câncer (MANSO, 2013). 

http://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/19390211.2014.904128#CIT0100
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Diante destes fatos, existe cada vez mais a necessidade de se estudar esses compostos 

pois, além da sua bioatividade, eles vêm sendo amplamente usados sem o devido controle 

médico. Os estudos com fitoterápicos podem contribuir com informações mais consistentes 

sobre os efeitos desses químicos, bem como sobre a eficiência e segurança do seu uso para a 

saúde humana.  

Uma forma de melhor avaliar a ação citogenotóxica de um agente é pela utilização de 

bioindicadores que apresentem sensibilidade de respostas a xenobióticoss. Dentre os diversos 

testes indicados para como de primeira triagem sobre os potenciais efeitos de xenobióticos, está 

o teste realizado com o bioindicador vegetal Allium cepa. Essa espécie apresenta uma alta 

sensibilidade a xenobióticoss com potencial citogenotóxicos e mutagênicos, sendo validados 

por várias agências ambientais, como o Programa Ambiental das Nações Unidas (UNEP), a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) e o Programa de Genetox da Agência de Proteção 

Ambiental dos Estados Unidos (SOUZA, 2014; PORTIS et al., 2016). Assim, resultados 

obtidos com esta espécie podem auxiliar nos direcionamentos de estudos que visam avaliar e 

prevenir danos à saúde humana promovidos por compostos tóxicos (LEME; MARIN-

MORALES, 2009). 

A espécie A. cepa possui protocolos padronizados pelo Programa Internacional de 

Bioensaios de Plantas (IPPB) (GOPALAN, 1999; RAMBO, 2013) e se destaca por ser um teste 

bem estabelecido, com alta tolerância a diferentes condições de cultivo, disponibilidade durante 

o ano todo, fácil manuseio e número reduzido de cromossomos (2n =16) (FISKEJO, 1985). A 

análise de células meristemáticas deste organismo permite avaliar o potencial citotóxico (Índice 

Mitótico - IM), genotóxico (alterações cromossômicas e nucleares), mutagênico (quebras 

cromossômicas e/ou MN) (LEME; MARIN-MORALES, 2009), antigenotóxico e 

antimutagênico (fórmula de redução %) de amostras ambientais e de substâncias químicas de 

várias origens.  

A espécie L. barbarum, mesmo sendo reconhecida como planta medicinal, portanto 

utilizada com finalidades terapêuticas, tem sido pouco estudada quanto ao seu potencial 

protetivo do material genético e quanto à sua toxicidade, após processo de biotransformação. 

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial genotóxico, antigenotóxico, mutagênico 

e antimutagênico do extrato de L. barbarum, por meio dos testes de aberrações cromossômicas 

(AC), de micronúcleos (MN) em células meristemáticas e F1, do sistema teste Allium cepa e 

avaliar o potencial de reduzir danos (% RD) desse extrato vegetal; avaliar o potencial 

antioxidante dos extratos de goji berry, por meio do método DPPH; caracterizar 
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fitoquimicamente o extrato e determinar o seu teor de fenóis totais, pelo método de Folin-

Ciocalteau. 

 

2. Materiais e métodos 

2.1. Fitoterápico Testado 

A substância teste usada neste estudo foi extrato seco de Lycium barbarum, denominado 

comercialmente de extrato de goji berry 40 % - 0,250 kg, adquirido em uma farmácia de 

produtos naturais da cidade de Rio Claro – SP/Brasil, cuja distribuição é de responsabilidade 

da Galena Farmacêutica®. Para a realização dos ensaios com A. cepa, foram preparadas 

diferentes concentrações de L.barbarum (0,2 g/L, 0,4 g/L, 0,6 g/L), baseadas nas informações 

toxicológicas contidas na ficha de segurança do produto, que é fornecida pela própria Galena 

Farmacêutica®. Todas as concentrações foram diluídas em água ultrapura e preparadas no 

momento em que o bioensaio foi realizado.  

 

2.2. Metil Metanosulfonato (MMS) 

A solução aquosa de Metilmetano Sulfonato (Sigma-Aldrich, CAS No 66-27-3), um 

agente alquilante monofuncional amplamente reconhecido como um mutágeno (BERANEK, 

1990), foi utilizada como controle positivo (concentração de 4 x 10-4 M diluído em água Mili-

Q). 

 

2.3. Análises Fitoquímicas 

2.3.1. Caracterização fitoquímica preliminar 

As diferentes concentrações do extrato de L. barbarum foram caracterizadas por reações 

químicas qualitativas, testes clássicos de identificação dos principais grupos de princípios 

ativos (flavonoides - reação com cloreto férrico; saponinas - índice de espuma; alcaloiides - 

reagente de Dragendorff e Bouchardat) (MELLO; MENTZ; PETROVICK, 2001; 

FALKENBERG; SANTOS; SIMÕES, 2003) no laboratório de química da Fundação Hermínio 

Ometto – FHO-UNIARARAS.  

 

2.3.2. Determinação do teor de fenóis totais 

A determinação do teor de fenóis totais foi realizada quantitativamente com o extrato 

bruto e também desenvolvidas no laboratório de química da Fundação Hermínio Ometto – 

FHO-UNIARARAS. Para a quantificação do teor de fenóis totais, primeiramente foi realizada 

uma diluição inicial de 0,750 g do extrato vegetal em 250 mL de água destilada. Na sequência, 
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foi transferido 5 mL desta diluição para um balão volumétrico de 25 mL, completando seu 

volume com água destilada. A seguir, 2 mL dessa solução foram transferidos para um balão 

volumétrico de 25 mL, onde foi adicionado 1 mL de solução de ácido fosfotúngstico R 

(Reagente fenólico de Folin-Ciocalteau 2/N) e 10 mL de água. O volume do balão foi 

completado com solução de carbonato de sódio a 14,06%. Após a adição da última solução e 

um período de descanso de 30 minutos, foi realizada a leitura da absorbância em 

espectrofotômetro Bel UV M51, (Biovera®) (λ= 691 nm), utilizando água como branco 

(GLASL, 1983).  

 

2.3.3. Avaliação da atividade antioxidante 

Para avaliação da atividade antioxidante do extrato de L. barbarum, foi realizado o 

ensaio de atividade antioxidante com 2,2 difenil- 2-picril-hidrazil (DPPH), utilizando o padrão 

de quercetina, em diferentes concentrações, os quais foram submetidos ao mesmo procedimento 

experimental. O extrato de L. barbarum foi diluído em MeOH, para a obtenção de 

concentrações finais de 0,2 g/L; 0,4 g/L; 0,6 g/L. Foram adicionados 1mL de cada amostra em 

2mL da solução de DPPH (4 mg de DPPH em 100 mL de MeOH), para se obter um volume 

final de 3 mL. Após este procedimento, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente, 

protegidas da luz por 30 minutos. Em seguida, foi medida a absorbância em espectrofotômetro 

Bel UV M51, (Biovera®) (λ= 517 nm), utilizando 2 mL de solução de DPPH em 1 mL de 

MeOH como branco (A0). Os cálculos foram feitos pela fórmula: 

 

%∆ =  
(𝐀𝟎 − 𝐀)

𝐀𝟎 
 × 𝟏𝟎𝟎 

 

 

Onde: 

%∆ = variação da absorbância. 

A0 = Absorbância do DPPH em metanol 

A = Absorbância da amostra, após 30 minutos de reação (MICHELIN, 2008). 

 

2.4. Organismo Teste 

A espécie A. cepa (2n = 16) foi usada como organismo-teste para as avaliações de 

citotoxicidade, genotoxicidade, antigenotoxicidade, mutagenicidade e anti-mutagenicidade do 

L. barbarum. Os ensaios foram realizados com sementes de cebola da marca Isla Park Sementes 

Ltda®, de mesmo lote e variedade (Baia Periforme). 
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2.5. Bioensaio 

Os bioensaios foram realizados em 3 réplicas. As sementes de A. cepa (100 por placa) 

foram submetidas à germinação em placas Petri forradas com papel filtro, onde foram 

diretamente expostas às diferentes concentrações de Lycium barbarum (citadas anteriormente), 

em água ultrapura para o controle negativo (CN) e em solução aquosa de metilmetano sulfonato 

(MMS – Sigma-Aldrich – 4 x 10-4 M) para o controle positivo (CP).   A exposição foi realizada 

como segue: 

 Exposição contínua: as sementes de A. cepa foram submetidas a germinação nas 

diferentes concentrações de L. barbarum (tratamentos) e aos controles. Este teste foi 

realizado para verificar os possíveis efeitos das concentrações de L.barbarum, ou seja, 

avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade induzida pelas diferentes 

concentrações do extrato estudado. 

 Exposição antigenotóxica e antimutagênica: as sementes de A. cepa foram 

submetidas a germinação em concentrações consideradas não genotóxicas e não 

mutagênicas, para a avaliação do potencial antigenotóxico e antimutagênico, sendo 

realizados quatro tipos diferentes de tratamento: 

- pré-tratamento: as sementes foram primeiramente expostas às diferentes 

concentrações do fitoterápico estudado por 24 horas. Passado este período, as sementes 

foram lavadas em água destilada e expostas ao metilmetano sulfonato (MMS, CAS No 

66-27-3), na concentração de 4x10-4 M, por mais 24 horas; 

-tratamento simultâneo: as sementes foram expostas simultaneamente ao MMS (4x10-

4 M) e às diferentes concentrações do fitoterápico, por 48 horas;  

- pós-tratamento: as sementes foram expostas ao MMS (4x10-4 M) por 24 horas. 

Passado este período, as sementes foram lavadas em água destilada e expostas às 

diferentes concentrações do fitoterápico por 24 horas; 

Após a germinação, quando as radículas atingiram cerca de 1,5 centímetros, elas foram 

coletadas, fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 de ácido acético – v:v) e 

armazenadas a 4 °C, até a suas utilizações nos ensaios. Para os testes de AC e de MN em células 

meristemáticas e F1 de A. cepa, foi adotado o protocolo descrito por Grant (1982), com algumas 

modificações. As raízes fixadas passaram por três banhos em água destilada, foram hidrolisadas 

em HCl 1 N a 60 ºC por 10 minutos e transferidas para frascos escuros contendo reativo de 

Schiff, onde permaneceram por, aproximadamente, 2 horas.  

Após esse procedimento, as regiões meristemáticas e F1 das raizes foram seccionadas em 

lâmina, com o auxílio de uma lâmina metálica. O material foi recoberto com lamínula e 
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esmagado, suavemente, em uma gota de Carmim Acético (2%). Para a obtenção de lâminas 

permanentes, as lamínulas foram extraídas em nitrogênio líquido e as lâminas montadas em 

resina sintética (Entellan®). 

Foram confeccionadas 10 lâminas por tratamento, para cada uma das réplicas, onde foram 

analisadas, aproximadamente, 500 células por lâmina.  Para as análises citológicas, as lâminas 

foram observadas em microscopia de luz, em objetiva de 40 x, a fim de estimar os índices de 

citotoxicidasde, genotoxicidade e antigenotoxicidade, mutagenicidade e antimutagenicidade do 

L. barbarum. O índice mitótico (IM) foi obtido pela relação entre o número de células em 

divisão/número total de células observadas. 

Os efeitos genotóxicos e antigenotóxicos foram avaliados pela frequência de aberrações 

cromossômicas como brotos nucleares, células binucleadas, células poliplóides, aderências 

cromossômicas, C-metáfases, perda e pontes cromossômicas, anáfases multipolares e outras. O 

potencial mutagênico e antimutagênico da substância foi estimado pela contabilização de 

células meristemáticas portadoras de quebras cromossômicas e MN e de células F1 portadoras 

de MN.   

As atividades antigenotóxicas e antimutagênicas foram avaliadas por meio da análise da 

porcentagem de redução de danos para cada um dos tratamentos com L. barbarum. Para 

determinar esta porcentagem, foi utilizada a seguinte fórmula: 

 

Reduçã𝑜 (%) = 
𝒂−𝒃

𝒃−𝒄
 𝒙 𝟏𝟎𝟎 

 

Onde:  

a = número de células micronucleadas ou com quebra cromossômica presentes no CP; 

b = número de células micronucleadas,ou com quebra cromossômica nos tratamentos;  

c = número de células micronucleadas ou com quebra cromossômica no teste CN (ROBERTO et al., 2016) 

 

2.6. Análise estatística 

   A comparação dos resultados obtidos nas análises dos parâmetros de citotoxicidade, 

genotoxicidade, mutagenicidade, antigenotoxicidade e antimutagenicidade foi realizada de 

acordo com a distribuição dos dados, conferidos pelo teste de normalidade D’Agostino & 

Pearson. Em seguida, foi aplicado o teste paramétrico (ANOVA/Tukey), para os parâmetros de 

citotoxicidade, genotoxicidade e antigenotoxicidade, que apresentaram distribuição normal dos 

dados, e o teste não paramétrico (Kruskal-Wallis/Dunn’s), para os parâmetros de 

mutagenicidade e antimutagenicidade, que apresentaram distribuição não normal. Para as 

análises foi usado o software GraphPad Prism (versão 7.00). Para os resultados dos 
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experimentos de atividade antioxidante e polifenóis totais, foram utilizadas a análise de 

variância (ANOVA) e o teste de comparação múltipla de média de Tukey a 5% de significância. 

Os resultados que obtiveram níveis de significância (p < 0,05), quando comparados com o 

controle negativo ou controle positivo, foram considerados estatisticamente significativos. 

 

3. Resultados 

 3.1. Análises Fitoquímicas  

             3.1.1. Caracterização fitoquímica preliminar 

 Na caracterização fitoquímica preliminar, foi diagnosticada a presença de flavanóides, 

saponinas e alcaloides nas três concentrações do extrato de Lycium barbarum (0,2 g/L; 0,4 g/L; 

0,6 g/L), em todas as triplicatas (Tabela 1).  

 

Tabela 1-  Triagem fitoquímica das diferentes concentrações dos extrados de Lycium 

barbarum. 

  

Compostos 

 

Concentrações de Lycium barbarum 

          0,2 g/L          0,4 g/L            0,6 g/L 

        T1 T2 T3      T1 T2 T3       T1 T2 T3 

         Flavanóides         +    +    +       +    +    +         +    +   + 

         Saponinas         +    +    +       +    +    +         +    +   + 

        Alcalóides         +    +    +       +    +    +         +    +   + 

(+) Resultado positivo (presença), por triplicata. T1: triplicata 1; T2: triplicata 2 e T3: triplicata 3. 

 

           3.1.2. Determinação do teor de fenóis totais  

 Para a determinação do teor de fenóis totais de cada concentração do extrato de L. 

barbarum foi, primeiramente, construída uma curva padrão com ácido gálico, a qual foi tomada 

como substância de referência (Figura 1). O extrato de L.barbarum apresentou 6,03 mg eq. de 

ác. gálico/mL.  
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Figura 1: Curva de calibração do teor de fenóis totais realizada com o padrão de ácido gálico. 

 

Abs.: absorbância 

 

           3.1.3. Avaliação da atividade antioxidante 

 A avaliação da atividade antioxidante, realizada pelo método do DPPH foi baseado na 

curva padrão de quercetina (Figura 2). A maior atividade antioxidante foi observada na maior 

concentração do extrato de L.barbarum (0,6 g/L) (Figura 3). 

 

Figura 2: Curva de calibração da atividade antioxidante, realizada com o padrão de quercetina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

∆%: variação de porcentagem  
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Figura 3: Atividade antioxidante das diferentes concentrações de Lycium barbarum, expressas 

em porcentagem de atividade antioxidante. 

 

 
∆%: variação de porcentagem. *p<0,05 estatisticamente significativo comparado entre os tratamentos 

 

      3.1.4. Bioensaio 

         3.1.4.1.  Índice mitótico, atividades genotóxica e mutagênica em células 

meristemáticas e F1 

 Os resultados relativos a IM, genotoxicidade e mutagenicidade das células meristemáticas 

e mutagenicidade das células F1 não foram significativos, em relação ao CN, para todos os 

tratamentos realizados (Tabela 2 e 3). 

 

         3.1.4.2.  Índice mitótico, atividades antigenotóxica, antimutagênica e redução de 

danos (RD%) em células meristemáticas e células F1 

 Os resultados do IM mostraram que eles não diferiram estatisticamente do CN. Contudo, 

os resultados referentes ao potencial antigenotóxico do L. barbarum demonstraram uma 

eficiência na diminuição de danos promovidos pelo MMS em células de A. cepa, para o pré-

tratamentos (concentração 0,6) e todas as concentrações testadas no teste simultâneo. De acordo 

com os resultados obtidos sobre o potencial antimutagênico do extrato estudado em células 

meristemáticas, foi observada uma eficiência na redução desse tipo de dano para o pré- 

tratamento 0,6 g/L, para o pós- tratamentos 0,4 g/L e para todas as concentrações testadas no 

tratamento simultâneo (Tabela 4). 
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Quanto ao potencial antimutagênico do L. barbarum para células F1 de A, cepa, os 

resultados também mostraram que houve para uma eficiência significativa na redução de 

mutagenicidade do MMS para a concentração de 0,6 g/L do pré- tratamento, 0,4 g/L do pós- 

tratamento e para todos os tratamentos simultâneos realizados (Tabela 5). 

 

Imut: Índice mitótico; IG: Índice de genotoxicidade; IMut: Índice de mutagenicidade; CN: Controle Negativo; CP: 

Controle Positivo; R1: réplica 1; R2: réplica 2; R3: réplica 3. 
 

Tabela 3-  Mutagenicidade de diferentes concentrações de Lycium barbarum para células F1 

de Allium cepa  
 

 

IMut: Índice de mutagenicidade; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; R1: réplica 1; R2: réplica 2; R3: 

réplica 3. 

Tratamentos 

(g/L) 
 IM IG       IMut 

CN R1 20,46  ± 0,76 0,14  ±  0,096 0,14 ± 0,096 

CP R1 18,66 ± 0,88 0,30  ± 0,120 1,64 ± 0,350 * 

0.2 R1 19,26 ± 0,45 0,16  ± 0,120 0,20  ± 0,163 

0.4 R1 19,08 ± 0,76 0,14  ± 0,084 0,16 ±  0,126 

0.6 R1 19,28 ± 0,86 0,18  ± 0,108 0,22 ± 0,113 

    

CN R2 21,16  ± 0,36 0,12  ± 0,103 0,16 ± 0,126 

CP R2 18,44  ± 0,69 0,20  ± 0,163 1,94 ± 0,298 * 

0.2 R2 19,10  ± 0,96 0,14  ± 0,134 0,26 ± 0,134 

0.4 R2 18,90  ±  0,59 0,16 ± 0,126 0,18 ± 0,147 

0.6 R2 20,12  ± 0,34 0,18  ± 0,113 0,24 ± 0,126 

    

CN R3 20,88 ± 0,45 0,16 ± 0,126 0,12 ± 0,103 

CP R3 19,68 ± 0,45 0,26 ± 0,134 1,6 ± 0,282 * 

0.2 R3 19,86 ± 0,52 0,16 ± 0,084 0,18 ± 0,147 

0.4 R3 19,14 ± 1,09 0,14 ± 0,096 0,16 ± 0,084 

0.6 R3 19,30  ± 0,77 0,18 ±  0,063 0,20  ± 0,163 

Tratamentos 

(g/L) 
IMut (R1) IMut (R2) 

IMut 

(R3) 

 

CN 0,12 ± 0,10 0,14 ± 0,11 0,14 ± 0,10 

CP 0,28 ± 0,12 * 0,26 ± 0,11* 0,32 ± 0,17 * 

0.2 0,16 ± 0,10 0,16 ± 0,06 0,16 ± 0,08 

0.4 0,18 ± 0,14 0,20  ± 0,04 0,20  ± 0,09 

0.6 0,14 ± 0,11 0,16 ± 0,06 0,14 ± 0,10 

Tabela 2-  Genotoxicidade e mutagenicidade de diferentes concentrações de Lycium 

barbarum para células meristemáticas de Allium cepa  
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IM: Índice mitótico; % RD: porcentagem de redução de danos; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; PRE: pre-tratamento; PÓS: pós-tratamento; SIM: tratamento 

simultâneo simples. * significativo (p<0,05) em relação ao CP. R1: réplica 1; R2: réplica 2; R3: réplica 3 

Tratamentos 

(g/L) 

IM 
 

Antigenotoxicidade 
 

Antimutagenicidade 
 

 (%RD) 

R1 R2 R3  R1 R2 R3  R1 R2 R3  R1 R2 R3 

CN  20,64  ± 0,36 20,48 ± 0,45 20,32 ± 0,30  0,14 ± 0,10 0,16 ± 0,13 0,16 ± 0,13  0,16 ± 0,084 0,18 ± 0,11 0,18 ± 0,11 ---     ---- --- 

CP  17,03 ± 5,33 18,38 ± 0,39 18,44 ±  0,30  0,60 ± 0,16 0,62 ± 0,26 0,56 ± 0,16  1,80 ± 0,133 1,72 ± 0,29 1,66 ± 0,21  ---        ---      -- 

  PRÉ 0,2  19,90 ± 0,37 20,06 ± 0,48 20,00  ± 0,56  0,52 ± 0,17 0,58 ± 0,20  0,54 ± 0,23  1,84 ± 0,158  1,82 ± 0,20 1,80 ± 0,16    12      15 10 

PRÉ 0,4  18,06 ± 0,43 18,34 ± 0,88 18,18 ±  0,46  0,50 ± 0,11 0,54 ± 0,25 0,52 ± 0,23  1,64 ± 0,126  1,56 ± 0,30 1,56 ± 0,08  41 33   41 

PRÉ 0,6  19,02 ± 0,58 19,06 ± 0,94 19,08 ± 0,51  0,26 ± 0,16 * 0,22 ± 0,11* 0,28 ± 0,14*  0,78 ± 0,305 * 0,74 ± 0,31* 0,78 ± 0,15 *  65 67 60 

PÓS 0,2  19,10 ± 0,37 19,40 ± 0,47 19,00 ± 0,31  0,56 ± 0,21 0,58 ± 0,26 0,56 ± 0,28   1,76 ± 0,158  1,84 ± 0,16 1,78 ± 0,18  10 5 5 

PÓS 0,4  18,30 ± 0,27 18,28 ± 0,47 18,32 ± 0,38  0,36 ± 0,21 0,44 ± 0,21 0,50 ± 0,19   1,02 ± 0,103 *  1,12 ± 0,17 * 0,98 ± 0,18 *  45 41 39 

PÓS 0,6  19,54 ± 0,23 19,74 ± 0,33 19,50 ± 0,40  0,52 ± 0,17 0,52 ± 0,23 0,58 ± 0,06   1,60 ± 0,094   1,70 ± 0,11 1,62 ± 0,15  25 24 23 

SIM 0,2  18,56 ± 0,26 18,68 ± 0,29 18,72 ±  0,25  0,28 ± 0,10 * 0,26 ± 0,10 * 0,26 ± 0,16 *  0,88 ± 0,140 * 0,84 ± 0,16 * 0,88 ± 0,10 *  58 56 57 

SIM 0,4  19,08 ± 0,41 19,08 ± 0,41 19,06 ±  0,13  0,18 ± 0,15 * 0,22 ± 0,06 * 0,16 ± 0,08 *  1,00 ± 0,189 * 1,02 ± 0,15 * 0,98 ± 0,18 *  55 48 51 

SIM 0,6  19,12 ± 0,23 19,16 ± 0,30 19,08 ±  0,27  0,22 ± 0,11 * 0,20 ± 0,16 * 0,24 ± 0,13 *  0,80 ± 0,189 * 0,80 ± 0,130 * 0,78 ± 0,18 *  60 57 56 

Tabela 4- Antigenotoxicidade e antimutagenicidade de diferentes concentrações de Lycium barbarum para células meristemáticas de Allium 

cepa 

 

 

 

Tabela 4- Antigenotoxicidade e antimutagenicidade de diferentes concentrações de Lycium barbarum para células meristemáticas de Allium 

cepa 
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IAmut: Índice de Antimutagenicidade; % RD: porcentagem de redução de danos; CN: Controle Negativo; CP: 

Controle Positivo; PRE: pré- tratamento; PÓS: pós-tratamento; SIM: tratamento simultâneo simples. * 

significativo (p < 0,05) em relação ao CP. R1: réplica 1; R2: réplica 2; R3: réplica 3. 

 

 

3.2. Discussão 

Há mais de 2500 anos, o L. barbarum tem sido tradicionalmente utilizado como 

composto alimentar e como planta medicinal. De acordo com a literatura científica (INAGAKI, 

SHIMADA, SHIMANO; NAGASAWA, 1979; BENSKY & GAMBLE, 1993; WANG, 2006; 

AMAGASE; FARNSWORTH, 2011; MOURA, 2016), esta planta não apresenta características 

tóxicas. Porém, embora haja essa indicação de não toxicidade, a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) alertou em 2015 que, devido à escassez de dados toxicológicos 

sobre a ingestão de frutos de goji berry in natura, secos ou em extratos, esse fitoterápico deve 

ser consumido com moderação, até que seja comprovada ausência de efeitos adversos para 

humanos.  

Assim, devido à ausência de dados toxicológicos sobre o goji berry e a eficiência do 

sistema teste Allium cepa em investigar a ação de xenobióticoss sobre o matérial genético, este 

estudo buscou obter informações sobre a ação do extrato de L. barbarum, usando como sistema 

teste a espécie A. cepa.  

Pelos resultados obtidos neste estudo para índice mitótico, genotoxicidade e 

mutagenicidade, pode-se inferir que as concentrações de 0,2 g/L; 0,4 g/L e 0,6 g/L do extrato 

Tratamentos 

(g/L) 

IAmut 

(R1) 

%RD 

(R1) 

IAmut 

(R2) 

%RD 

(R2) 

IAmu

t (R3) 

%RD 

(R3) 
 

CN 0,18 ± 0,11 
- 

0,14 ± 0,10 
- 

0,16 ± 0,13 
- 

CP 0,80 ± 0,16  - 0,78 ± 0,27  - 0,78 ± 0,22  - 

PRÉ 0.2 0,64 ± 0,21  19 0,7 ± 0,17  13 0,68 ± 0,19  16 

PRÉ 0.4 0,71 ± 0,10  58 0,62 ± 0,18  53 0,58 ± 0,18  48 

PRÉ 0.6 0,20 ± 0,16 * 97 0,18 ± 0,15 * 94 0,20 ± 0,09 * 94 

PÓS 0.2 0,66 ± 0,27  20 0,68 ± 0,36  16 0,66 ± 0,19  19 

PÓS 0.4 0,32 ± 0,10 * 68 0,30 ± 0,14 * 59 0,28 ± 0,14 *  68 

PÓS 0.6 0,70 ± 0,11 35 0,66 ± 0,25  30 0,58 ± 0,20  32 

SIM. 0.2 0,24 ± 0,13 * 90 0,22 ± 0,15 * 88 0,24 ± 0,16 * 87 

SIM. 0.4 0,22 ± 0,06 * 94 0,20 ± 0,09 * 91 0,20 ± 0,13 * 94 

SIM. 0.6 0,12 ± 0,10 * 100 0,14 ± 0,10 * 100 0,12 ± 0,10 * 100 

Tabela 5-  Avaliações das atividades antimutagênicas e redução de danos para as células F1 

nas 3 réplicas: 
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de L. barbarun não foram capazes de induzir danos citogenéticos em A. cepa, indicando que 

essas concentrações foram seguras para este sistema teste. Essa resposta pode estar associada à 

presença de flavanoides, saponinas, alcaloides e ao alto teor de polifenóis detectado nas análises 

fitoquímicas realizadas com o extrato de L. barbarum. Nossos dados são concordantes com os 

publicados por Donno et al. (2014), onde os autores identificaram e quantificaram no fruto de 

goji berry, por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), 17 compostos bioativos, com 

prevalência para ácidos orgânicos e compostos polifenólicos. Ceccarini (2016) também 

descreve que potencial antioxidantes dessa planta pode ser devido aos seus altos teores de 

flavonóides. 

 Vários dos compostos identificados por Donno et al. (2014) possuem potencial 

antioxidante. Sendo assim, também avaliamos neste estudo o potencial antioxidante das 

diferentes concentrações de goji berry, por meio do método DDPH, que é um dos métodos 

indicado para a mensuração da atividade antioxidante de plantas. A atividade sequestradora do 

radical DPPH baseou-se na curva padrão de quercetina, por ser este flavanóide o de maior 

presença nas bagas do goji berry. (WANG et al., 2010; MOURA, 2016). Dentre as 

concentrações testadas do extrato de L. barbarum, a de 0,6 g/L foi a que apresentou o maior 

poder antioxidante, cujos valores foram estatisticamente diferentes dos observados para o CN. 

Sendo assim, essa maior concentração testada mostrou possuir também uma maior capacidade 

de neutralização da ação dos radicais livres, diminuindo sua ação pró-oxidante e conferindo um 

efeito protetor por restrição dos efeitos danosos das reações oxidativas.  

O sequestro de radicais livres, a inativação enzimática ou química e a prevenção de 

espécies química reativas são os principais mecanismos de ação dos compostos 

antimutagênicos (SILVA, 2015). Um agente antimutagênico é um composto capaz de prevenir 

ou reduzir mutações, portanto um supressor de mutagênese celular. Os mecanismos de ação dos 

agentes antimutagênicos podem se dar por duas vias distintas: desmutagênese ou 

bioantimutagênese. Na desmutagênese, os agentes protetores atuam diretamente sobre os 

compostos indutores de mutações por inativação química ou enzimática, enquanto que na 

bioantimutagênese os agentes antimutagênicos atuam em processo de indução de mutações, 

impedindo essa ação mutagênica ou ainda promovem reparo dos danos genéticos causados por 

mutágenos (MITSCHER et al. 1996; SILVA, 2015; CARNEIRO, 2016). 

Foi observado pelos ensaios de antigenotoxicidade que houve uma redução de danos 

significativa nos ensaios de pré- tratamento com a concentração de 0,6 g/L de L. barbarum, 

assim como para todos os tratamentos simultâneos realizados, em relação aos resultados do CP. 

Resultados similares foram registrados em estudos in vitro realizados com frutos tipo “berry”, 
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por Coates et al. (2007) e Brown et al., (2012), onde os autores deste estudo apontaram um 

efeito protetor para esses frutos contra quebras na cadeia de DNA induzidas por H2O2. Essa 

ação foi associado à alta presença de polifenóis dos frutos. Brown et al. (2014) associam os 

efeitos protetores do DNA ao aumento da atividade antioxidante e/ou ao aumento no reparo dos 

danos promovidos nesta molécula, confirmando então a ação antigenotóxica observada neste 

presente estudo. 

Estudos de Schantz et al., (2010), demonstraram efeitos genoprotetores para alguns 

componentes isolados de tipos diversos de frutos “berry” como os flavonóides em geral, com 

destaque para a quercetina, que é também o flavonóide predominante no L. barbarum (WANG 

et al., 2010; MOURA, 2016).  Ainda, de acordo com Ramos et al. (2008), a quercetina possui 

atividade antigenotóxica associada a eliminação de radicais livres, a quelação de metais e a 

biomoduação de repostas antioxidantes celulares. Os autores também relacionaram a atividade 

antigenotóxica ao efeito anticarcinogênicos da quercetina. 

 Estudos de Luo et al.(2006) indicaram que o L. barbarum apresentou efeitos 

protetores contra danos no DNA de células de testículo de ratos, causados por fator físico 

(exposição ao calor) e químico (H2O2). Wu et al.  (2006)  também demonstraram que ratos com 

Diabetes Mellitus não insulino-dependente (NIDDM), tratados com L. barbarum, tiveram 

redução de danos no DNA, como consequência da diminuição dos níveis de estresse oxidativo 

proporcionado por esse fitoterápico  

 Para o parâmetro de antimutagenicidade observado em células meristemáticas e F1, foi 

constatado que os mesmos tratamentos que induziram efeitos antigenotóxicos (pré-tratamento 

0,6 g/L e todos os tratamentos simultanio) também induziram efeitos antimutagênicos, 

acrescentados a eles o pós-tratamento de 0,4 g/L. Todos esses tratamentos citados promoveram 

descréscimo significativo de danos no DNA, quando comparado com os resultados do CP. A 

atividade antimutagênica do L. barbarum pode ser considerada como um indicativo de 

potencial anticancerígeno, como descrito por Mao et al. (2011). Esses autores avaliaram os 

efeitos anticancerígenos dos polissacarídeos presentes em L. barbarum sobre células de câncer 

de cólon humano e constataram efeito antiproliferativo celular, que os autores consideraram 

como uma ação anticarcinogênica do composto.  

Na literatura, existem estudos que associam os compostos antioxidantes da dieta com 

efeitos antimutagênicos e anticarcinogênicos. Esta correlação é feita devido a capacidade dos 

antioxidantes protegerem as células não cancerosas de danos do DNA resultantes do estresse 

oxidativo (ANDERSON et al., 1995; WEIJL et al., 1997; SENDÃO, 2004). Considerando esses 

estudos, podemos atribuir a antigenotixicidade e antimutagenicidade registrada neste estudo aos 
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compostos bioativos antioxidante presentes no extrato de L. barbarum. Dentre esses compostos, 

pode ser destacado o β-caroteno que, de acordo com Patel et al. (1998) e Aissa (2010), possui 

atividade anticlastogênica; o ácido clorogênico, devido a suas atividades antimutagênicas, 

antitumorais, antifúngicas, antivirais, anti-inflamatórias e anti-angiogênicas (FARSKY, 2013); 

e os compostos fenólicos, que também são considerados por Cai et al. (2006); Palioto et al. 

(2015) potencialmente anticarcinogênico, antimutagênico e anti-inflamatório. 

De uma forma geral, os resultados sugerem que o L. barbarum pode agir tanto por 

desmutagênese (diminuição significativa de danos em todos os ensaios simultâneos e no ensaio 

de pré- tratamento com a concentração de 0,6 g/L), quanto por bioantimutagênese (conforme 

observado para o pós-tratamento com a concentração de 0,4 g/L).  

Os agentes alquilantes, como o MMS, tem habilidade de interagem diretamente com o 

DNA (Beranek, 1990), promovendo quebra de fita dupla nesta molécula (ALMEIDA et al., 

2005). Devido a esse efeito, essa substância tem sido usada, há muito tempo, para estudar 

eventos de mutagenicidade e carcinogenicidade (BERANEK, 1990; LUNDIN et al, 2005). No 

caso da desmutagênese observada neste estudo e de acordo com os estudos citados 

anteriormente sobre o efeito do MMS, inferimos que o goji berry pode ter uma ação direta no 

DNA, rompendo os crosslinks promovidos pelo MMS e impedindo assim o efeito mutagênico 

do MMS, anteriormente descrito. Já para a bioantimutagênese, o L. barbarum pode intervir 

como modulador do reparo e replicação do DNA, inibindo possíveis erros decorrentes das 

falhas dos sistemas de reparo celular.  

Carvalho, Mauro e Oliveira (2008) avaliaram, pelo sistema teste do A. cepa, os efeitos 

antimutagênicos do nutracêutico licopeno. Os autores registram, por este teste, a evidência de 

ação bioantimutagênica e desmutagênica para o produto testado, reforçando que a 

desmutagênese foi a ação mais eficiente do nutracêutico. Esse estudo comprova a eficiência do 

organismo A. cepa para avaliar ação antimutagênica de fitoterápicos, mostrando que os dados 

aqui obtidos com este sistema teste são representativos para a real ação do L.barbarum. . 

Para os estudos de antimutagenicidade, são consideradas as porcentagens de redução de 

danos no DNA (% RD). Neste estudo, as % RD, observadas para as células meristemáticas 

foram de 12%, 38,3%, 64%, para os pré-tratamentos; 7,7%, 41,7%, 24% para os pós-

tratamento; 57%, 51,3% e 57,7% para os tratamentos simultâneos simples, para as respectivas 

concentrações de 0,2 g/L, 0,4 g/L e 0,6 g/L do extrato de L. barbarum. Para as células F1, os 

pré-tratamentos apresentaram %RD de 16%, 53%, 95%; os pós-tratamentos de 18,3%, 65%, 

32,3%; os tratamentos simultâneos simples de 88,3%, 93%, 100%, para, as concentrações de 

0,2 g/L, 0,4 g/L e 0,6 g/L respectivamente.  
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Caillet et al. (2011) e Gontijo et al. (2014) classificam a ação antimutagênica, realizada 

por meio da % de inibição mutagênica, conhecida também como % RD, como forte, quando a 

ação antimutagênica tiver valores superior a 70 %; moderada, entre 40 % a 70 %, e neutra, para 

valores abaixo de 40 %. Frente aos resultados obtidos neste estudo, é possível inferir que a ação 

antimutagênica observada foi “forte” para as células F1 e “moderada” para as células 

meristemáticas. 

Apesar dos estudos já realizados com extratos de goji berry, os resultados ainda são 

insuficientes para um total esclarecimento da ação dos componentes desta planta, o que infere 

na necessidade de mais estudos com o L. barbarum. Pelos resultados obtidos neste e em outros 

estudos realizados com este nutracêutico, observamos que esta planta possui um potencial efeito 

protetor sob a molécula do DNA o que pode, em um futuro próximo, ser indicada como 

alimento funcional a ser usado com adjuvante em tratamentos de prevenção do câncer. 

 

4. Conclusão 

 Pelos resultados do presente estudo, pode-se observar que o L. barbarum não 

apresentou potencial genotóxico e mutagênico para a espécie A. cepa. Contudo, esse 

nutracêutico apresentou um potencial antigenotóxico e animutagênico, os quais podem ser 

atribuídos a sua constituição rica em diversos antioxidantes, que possuem características 

protetoras e permitem que ajam como compostos antimutagênicos e anticarcinogênicos.  

A espécie A. cepa mostrou ser um excelente bioindicador de genotoxicidade, 

mutagenicidade, anigenotoxicidade e antimutagenicidade, pois proporciona respostas 

consistentes sobre ação de quimiopreventivos, além de ser um método economicamente 

vantajoso, por ser de curta duração e de baixo custo. 

 O L. barbarum possui uma boa capacidade quimiopreventiva, principalmente devido 

ao seu mecanismo de desmutagênese, embora também apresente ação bioantimutagênica. As 

%RD registradas neste estudo mostraram que a ação do goji berry como fitoterápica é muito 

promissora, embora sejam necessários outros estudos que possam complementar as 

informações relativas aos efeitos deste fitoterápico. Portanto, este estudo contribuiu com dados 

importantes para melhor conhecimento das propriedades nutricionais e protetoras do extrato de 

L. barbarum e para nortear possíveis aplicações deste material botânico como alimento 

funcional e preventivo. 
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Resumo 

 

Os frutos de Lycium barbarum (goji berry) têm sido amplamente usados na medicina popular, 

devido aos estudos realizados com esta planta que indicam que ela apresenta um bom potencial 

nutricional, anticarcinogênico e antioxidantes. Devido às propriedades do goji berry, o presente 

estudo teve como objetivo avaliar, por meio de testes in vitro realizado com cultura de células 

de hepatoma humano (HepG2), os possíveis efeitos genotóxicos, antigenotóxicos (ensaio do 

cometa), mutagênicos, antimutagênicos (teste do micronúcleo com bloqueio de citocinese) e 

antioxidante (quantificação dos níveis de GSH de peroxidação lipídica-TBARS, atividade das 

enzimas SOD e GST) com extratos de L. barbarum em 3 diferentes concentrações (0,2; 0,4 e 

0,6 g/L). Para os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, as células HepG2 foram 

expostas, por 24 horas, às concentrações estudadas. Os ensaios de antigenotoxicidade e 

antimutagenicidade foram realizados com as diferentes concentrações do extrato submetidos a 

protocolos de pré-tratamento, tratamento simultâneo com e sem incubação e pós-tratamento 

com metanossulfonato de metila (MMS). Os resultados mostraram ausência de genotoxicidade, 

mutagenicidade e de indução de estresse oxidativo, para todas as concentrações testadas. 

Contudo, o potencial antigenotóxico e antimutagênico, para os protocolos de pré e pós-

tratamento, concentrações de 0,4 e 0,6 g/L, demonstraram eficácia de 100% de redução dos 

danos induzidos pelo MMS. Embora também tenha havido a redução de danos para 

concentração de 0,2 g/L, esta foi moderada (40 a 70% de redução). Assim, inferimos que o 

extrato de L. barbarum apresenta a eficácia contra danos causados por hepatotoxicantes, 

resultado este que pode servir como indicativo para um maior investimento na produção de 

fármacos com este fitoterápico, a serem utilizados com adjuvante em terapias agressivas aos 

indivíduos, como as quimioterapias, com o intuíto de minimizar os seus efeitos. 

 

 

Palavras-chaves:  goji berry; estresse oxidativo; genotoxicidade, mutagenicidade, 

antimutagenidade, células HepG2 
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1. Introdução  

 Tradicionalmente, a medicina popular utiliza, plantas com finalidades terapêuticas para 

o tratamento de diversas enfermidades (BRUNING, 2015). A partir dos conhecimentos obtidos 

na medicina popular, muitas espécies vegetais têm sido alvo de estudos que visam encontrar 

princípios ativos eficientes para serem usados como fitoterápico (CALIXTO, 2000; GOIS, 

2010, SILVA, 2013; SANTOS et al., 2015). Esses estudos esses têm levado a produção de 

vários fármacos, que vêm sendo amplamente utilizados na área clínica (NASCIMENTO-

JUNIOR, 2015). Os fitoterápicos vêm sendo ampla e progressivamente utilizados no combate 

a diversas patologias (SILVA & CARVALHO, 2004; MCCLEMENTS et al., 2009; HO et al., 

2010; DE MORAES; ALONSO; OLIVEIRA-FILHO, 2011; JIMÉNEZ-COLMENERO, 2013), 

sendo aplicados como prática médica complementar a tradicional, em vários países (SANTOS 

et al., 2011). Muitos fitoterápicos apresentam, além dessas características farmacológicas, um 

potencial nutricional considerável, sendo então comumente utilizados como alimento. Neste 

caso, o fitoterápico é denominado de nutracêutico, cujo termo é derivado da junção das palavras 

“Nutriente” e “Farmacêuticos” (KALRA, 2003). 

 Na China e na Índia há uma tentativa de reconhecer legalmente o uso terapêutico de 

princípios ativos de muitas das espécies vegetais que são usadas na medicina popular. A cultura 

chinesa, por exemplo, tem mais de 5 mil espécies amplamente utilizadas com fins terapêuticos 

dentre elas o Lycium barbarum. (LOPES et al., 2013). 

 A espécie L. barbarum, vulgarmente conhecida como goji berry, é um arbusto da família 

Solanaceae, amplamente cultivado no noroeste da China (MAGALHÃES; CAMARGO; 

HIGUCHI, 2013). Esta planta produz frutos de cor vermelho brilhante com alto teor de suco, 

cujas bagas medem, aproximadamente, 1 a 2 cm de comprimento (SEEL; MURRIEL, 2009; 

ZHONG; SHAHIDI; NACZK, 2012).  

Alguns estudos realizados com frutos de goji berry mostram um potencial preventivo 

contra o câncer e a degeneração macular, assim como melhores respostas imunológicas, 

aumento da fertilidade masculina, redução dos teores de açúcar e lipídios do sangue que, 

consequentemente, levam a uma redução de doenças cardiovasculares e da diabetes (LUO et 

al., 2009; WANG et al., 2010; GUOLIANG et al., 2011; CARNÉS et al., 2013; PRASAD et 

al., 2013). Amagase e Farnsworth (2011) associam as propriedades medicinais/terapêuticas do 

L. barbarum, principalmente, aos teores de ácidos fenólicos (flavonoides, quinonas e 

cumarinas), que possuem, de acordo com esses autores, atividades farmacológicas 

comprovadas. Ceccarini et al. (2016) citam, ainda, que essa planta pode apresentar potencial 

antioxidantes, devido aos seus altos teores de flavonoides. Os autores afirmam que, além de 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782015000100155#B22
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782015000100155#B13
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782015000100155#B13
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782015000100155#B16
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vários antioxidantes, como betacaroteno e xantinas este também possui uma composição rica 

em vitaminas C, E, B1, B5. 

Essa riqueza nutritiva, associada a ação antioxidante das suas bagas, vêm despertando o 

interesse da comunidade científica ocidental em investigar as propriedades desta planta e o seu 

possível uso como um fitoterápico (BALLARIN et al., 2011; MAGALHÃES; CAMARGO; 

HIGUCHI, 2013).  Assim, muitas pesquisas estão sendo desenvolvidas com a finalidade de 

descobrir e ou confirmar os efeitos benéficos dos componentes químicos do goji berry e, 

consequentemente, as suas propriedades farmacológicas para o organismo humano 

(POTTERAT, 2010; VIEIRA, 2016).  

Dentre os testes biológicos aplicados nas investigações das propriedades fitoterápicas, 

destacam-se os ensaios realizados com a cultura celular HepG2, por essa linhagem ter se 

mostrado eficaz e sensível na avaliação dos mecanismos de ação de extratos vegetais 

(MUNARI et al., 2010; JACOCIUNAS et al., 2013). Assim, essas células HepG2 vêm sendo 

utilizadas em avaliações de genotoxicidade e antigenotoxicidade de extratos de plantas 

medicinais, bem como dos componentes bioativos derivados dessas plantas (YANG et al., 

2011; PILLAY et al., 2013). Esta linhagem celular é considerada um bom modelo de avaliação 

in vitro dos possíveis metabólitos gerados pela metabolização do próprio xenobiótico. Isto 

porque essas células, por serem derivadas de fígado, apresentam enzimas de metabolização de 

fase I e II, comuns em hepatócitos humanos normais, que estão envolvidas com a ativação e 

desintoxicação de substâncias, como pró-carcinógenos (KNASMÜLLER et al., 2004, 1998; 

LAOHAVECHVANICH et al. 2010).  

Considerando o amplo uso de goji berry na medicina popular; o alto teor de macro e 

micronutrientes desta planta, que lhe confere um bom teor nutricional; e a ampla 

comercialização internacional do seu fruto para fins terapêuticos, este estudo teve como 

objetivo avaliar os efeitos citotóxicos, genotóxicos, mutagênicos e indutores de estresse 

oxidativos do L. barbarum, bem como investigar se essa planta apresentam algum efeito 

citoprotetor, que possa justificar o seu uso como fitoterápico.  

 

2.  Materias e métodos 

 2.1. Fitoterápico testado 

Para a realização deste estudo, foi utilizado um extrato seco comercial de Lycium 

barbarum, denominado comercialmente de extrato de goji berry 40 % - 0,250 kg, 

comercializado pela distribuidora Galena Farmacêutica®, que foi adquirido em uma drogaria da 

cidade de Rio Claro-SP.  
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Para a realização dos bioensaios de citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade, 

antigenotoxicidade, antimutagenicidade e de estresse oxidativo foram preparadas diferentes 

concentrações com o extrato seco de L. barbarum, de mesmo lote, que serão descritas a seguir, 

conforme cada tipo de teste realizado. A escolha das concentrações foi feita com base nas 

informações toxicológicas constantes no informativo técnico do produto (sob a 

responsabilidade da Galena Farmacêutica®). Todas as concentrações estudadas foram 

preparadas com meio de cultura MEM (Meio Mínimo Essencial de Eagle), no momento da 

realização dos bioensaios.  

 

2.2. Análise fitoquímica do extrato de L. barbarum  

A partir deste extrato, foram realizados ensaios fitoquímicos qualitativos para 

flavonoides, saponinas e alcaloides e quantitativos para os teores de fenóis totais, além de 

avaliação da sua atividade antioxidante (método DPPH).  

 

2.2.1. Caracterização fitoquímica qualitativa 

As diferentes concentrações do extrato de L. barbarum (0,2; 0,4 e 0,6 g/L) foram 

caracterizadas por reações químicas qualitativas, desenvolvidas no laboratório de química da 

Fundação Hermínio Ometto – FHO-UNIARARAS. As análises foram realizadas por meio de 

testes clássicos de identificação para os principais grupos de princípios ativos: flavonoides 

(reação com cloreto férrico); saponinas (índice de espuma) e alcaloides (reagente de 

Dragendorff e Bouchardat) (MELLO; MENTZ; PETROVICK, 2001; FALKENBERG; 

SANTOS; SIMÕES, 2003).  

 

2.2.2. Determinação do teor de fenóis totais 

A determinação do teor de fenóis totais foi realizada quantitativamente com o extrato 

bruto e também desenvolvidas no laboratório de química da Fundação Hermínio Ometto – 

FHO-UNIARARAS. Primeiramente, foi realizada uma diluição inicial de 0,750 g do extrato 

vegetal em 250 mL de água destilada. Foram transferidos 5 mL desta diluição para um balão 

volumétrico de 25 mL e completado seu volume com água destilada. A seguir, 2 mL dessa 

solução foram transferidos para um balão volumétrico de 25 mL, onde foram adicionados 1 mL 

de solução de ácido fosfotúngstico R (Reagente fenólico de Folin-Ciocalteau 2/N) e 10 mL de 

água. O volume do balão foi completado com solução de carbonato de sódio a 14,06 %. Após 

a adição da última solução e de um período de descanso de 30 minutos, a absorbância foi medida 

em espectrofotômetro Bel UV M51, (Biovera®) a 691 nm, utilizando água como branco. Os 
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cálculos deste teste foram feitos pela fórmula expressa em mg eq. de ác. gálico /mL de 

polifenóis totais: 

 

𝐏𝐓 =
𝟏𝟓𝟔𝟓 × 𝐀𝐛𝐬

𝟏𝟎𝟎𝟎 × 𝐦
 

 
Onde: PT = polifenóis totais 

 Abs = Absorbância da amostra 

 m = massa da amostra (GLASL, 1983).  

 

2.2.3. Avaliação da atividade antioxidante 

Para avaliação da atividade antioxidante, foi realizado o ensaio com 2,2 difenil- 2-picril-

hidrazil (DPPH). O DPPH, um radical livre estável, cuja estrutura falta um elétron, é usado para 

testar o potencial de doação de elétrons entre compostos, como os compostos fenólicos. Uma 

substância ao doar um elétron para o DPPH, faz com que este mude sua cor de roxa para 

amarela, permitindo o monitoramento da reação, por espectrofotômetro. O extrato de L. 

barbarum foi diluído em MeOH, para a obtenção de concentrações finais de 0,2 g/L; 0,4 g/L; 

0,6 g/L. Foram adicionados 1mL de cada amostra em 2mL da solução de DPPH (4 mg de DPPH 

em 100 mL de MeOH), para se obter um volume final de 3 mL. Após este procedimento, as 

amostras foram incubadas à temperatura ambiente e protegidas da luz por 30 minutos. A seguir, 

a mistura foi lida em espectrofotômetro Bel UV M51, (Biovera®), 517 nm. A leirutra da 

absorbância do teste branco (A0) foi feito com uma mistura de 2 mL de solução de DPPH em 

1 mL de MeOH. Os cálculos deste teste foram feitos pela fórmula: 

 

%∆ =  
(𝐀𝟎 − 𝐀)

𝐀𝟎 
 × 𝟏𝟎𝟎 

 
Onde: %∆ = variação da absorbância. 

 A0 = Absorbância do DPPH em metanol 

 A = Absorbância da amostra, após 30 minutos de reação (MICHELIN, 2008). 

 

Como referência, foi utilizado o padrão de quercetina, submetido a diferentes 

concentrações, seguindo o mesmo processo aplicado nas amostras do extrato testado. Os valores 

medidos das absorbâncias foram plotados em um gráfico de variação da absorbância (%∆), 

versus concentração da amostra (MICHELIN, 2008) e submetidos ao teste estatístico ANOVA. 

 

2.3. Metanossulfonato de Metila (MMS) 

Para a realização do teste controle positivo (CP), foi utilizada solução aquosa de Metil 

Metano Sulfonato - MMS (Sigma-Aldrich, CAS No 66-27-3) na concentração de 4 x 10-4 M 
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(diluição em PBS). Essa substância é considerada potencialmente mutagênica pela IARC 

(1999). 

 

2.4. Cultivo das células HepG2 

Os bioensaios in vitro foram realizados com células de hepatocarcinoma humano 

(HepG2 - ATCC® HB-8065™), obtidas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro. As células 

foram cultivadas em meio MEM suplementado com 10 % de soro bovino fetal. Os frascos de 

cultivo celular (25 cm²), com ventilação, foram mantidos em temperatura controlada de 37 ºC, 

em estufa de CO2 (5 %) e umidade de 80 %. 

 

2.4.1. Teste do MTT  

 A determinação da citotoxicidade de L. barbarum para as células HepG2 foi feita pelo 

teste do MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide - CAS n. 298-93-1, Sigma), seguindo o 

protocolo estabelecido, inicialmente, por Mosmann (1983), com algumas modificações.  O teste 

foi realizado em placas de 96 poços. Foram semeadas 2,34 x 104 células por poço, em um 

volume total de 100 μL de meio com soro, exceto nos poços referentes ao teste branco, onde 

foi adicionado apenas o meio de cultura. A placa foi incubada por um período de 24 horas em 

estufa de CO2 (5 %) a 37 °C. Transcorridas as 24 horas, o meio foi retirado para serem 

adicionados 200 µL dos tratamentos, por poço, preparados com as diferentes concentrações do 

extrato seco de L. barbarum (0,05 g/L; 0,1 g/L; 0,15 g/L; 0,2 g/L; 0,4 g/L; 0,6 g/L), Nos poços 

destinados ao controle negativo (CN), foi adicionado meio de cultura sem soro e nos poços do 

controle positivo (CP) solução de Triton X-100 (1 %). As placas foram incubadas por 24 horas 

em estufa de CO2 (5 %) a 37 °C. Após a incubação, os tratamentos foram retirados e adicionados 

150 μL de MTT, diluído em PBS, na concentração de 1 x 10-6 mg/mL. A placa foi incubada por 

4 horas, em estufa de CO2, a 37 °C. Após este tempo, a solução de MTT foi descartada e foram 

adicionados, em cada poço, 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). As placas foram lidas em 

espectrofotômetro com leitor de microplaca (Multiskan FC – Thermo Scientific), filtro de 540 

nm. Como todas as concentrações testadas apresentaram viabilidade superior a 80%, foram 

selecionadas para os testes de MN, cometa e de estresse oxidativo as dosagens diárias 

recomendadas no Informativo Técnico de Goji Bery (0,2; 0,4; 0,6 g/L). 
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2.4.2. Tratamento para os ensaios de genotoxicidade, mutagenicidade e 

antigenotoxicidade e antimutagenicidade 

 Para os ensaios de genotoxicidade/antigenotoxicidade e de 

mutagencicidade/antimutagenicidade, as células HepG2 foram expostas às concentrações de 

0,2; 0,4 e 0,6 g/L do extrato seco de L. barbarum), determinadas previamente pelo teste de 

Teste de Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) e devidamente justificadas para uso 

nestes ensaios anteriormente. O controle negativo foi realizado com meio de cultura associado 

a 50 µL de PBS e o controle positivo com 50 µL da solução de MMS (4x10-4 M). Os tratamentos 

foram realizados por um período de 24 horas e em triplicata. As comparações dos resultados 

dos tratamentos realizados com esse material botânico foram feitas de acordo com o tipo de 

avaliação realizada: para os testes de genotoxicidade e mutagenicidade, a comparação foi feita 

com o CN, enquanto que para os testes de antigenotoxicidade e antimutagenicidade essa 

comparação foi feita com o CP, uma vez que neste teste se avaliou o efeito protetor do agente 

estudado. 

 

2.4.3. Ensaio do cometa e viabilidade celular  

 O ensaio do cometa, realizado para avaliar o potencial genotóxico e antigenotóxico dos 

extratos de L. barbarum, foi feito de acordo com o protocolo estabelecido por Singh et al. 

(1988) e Tice et al. (2000), com algumas modificações.  Para ambas as avaliações, foram 

semeadas 5 x 105 células por frasco de cultura de 25 cm². Os frascos foram incubados por um 

período de 24 horas a 37 °C em estufa de CO2 (5%), em atmosfera úmida, tempo este referente 

ao período de estabilização das células nos frascos. Em seguida, foram feitas duas avaliações: 

de genotoxicidade, onde as células foram expostas por 24 horas aos tratamentos; e de 

antigenotoxicidade, onde foram realizados quatro diferentes protocolos de tratamentos: 

- Pré-tratamento: as células foram expostas às diferentes concentrações do fitoterápico 

estudado por 24 horas. Passado este período, o meio foi retirado e as células foram 

expostas, por mais 24 horas, ao meio de cultura novo, contendo MMS (MMS, CAS No 

66-27-3), na concentração de 4 x 10-4 M; 

- Pós-tratamento: as células foram expostas ao MMS (4 x 10-4 M) por 24 horas. Passado 

este período, o meio foi retirado e as células foram expostas, por 24 horas, ao meio de 

cultura novo contendo diferentes concentrações do fitoterápico; 

- Tratamento simultâneo: as células foram expostas simultaneamente, por 24 horas, ao 

MMS (4x10-4 M) associado às diferentes concentrações do fitoterápico;  
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- Tratamento simultâneo com incubação: a solução de MMS (4 x 10-4 M) foi associada 

previamente, por uma hora, á 37 °C, com as diferentes concentrações do fitoterápicos e, 

após este período de incubação, as células foram expostas a esta mistura por 24 horas; 

 Além desses tratamentos, foram também realizados os tratamentos de controle negativo 

(CN- 50 µL de PBS) e controle positivo (CP- MMS, 4 x 10-4 M).  

Após os tempos de tratamento descritos acima, as células foram coletadas para a 

avaliação do potencial genotóxico e antigenotoóxico. As suspensões celulares obtidas da 

cultura foram submetidas ao ensaio de viabilidade celular com o azul de tripan. Para esta 

avaliação, foram misturados, em criotubos, 20 µL da suspensão celular com 20 µL de Azul de 

Trypan, de acordo com a metodologia descrita por Salvadori; Ribeiro; Fenech (2003). Foram 

quantificadas 100 células por tratamento, a fim de se obter o percentual de células vivas 

(brancas) e de células mortas (azuis).  

 Logo após a determinação da viabilidade celular, 20 µL de cada suspensão celular foi 

misturada com 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão, que estava a 37 °C. Estas misturas 

foram dispostas em lâminas previamente revestidas com agarose normal e recobertas com 

lamínula. Para a remoção das lamínulas, as lâminas foram resfriadas a 4 °C por, 

aproximadamente 20 minutos, para solidificar o gel. Em seguida, após a remoção cuidadosa 

das lamínulas, as lâminas foram expostas a solução de lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de 

DMSO e 89 mL de solução de lise estoque - NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM. Tris 10 mM, pH 10, 

aproximadamente 8 g de NaOH sólido para 1 L), no escuro, a 4 °C, por um período mínimo de 

1 hora. 

 Decorrido o período de lise, as lâminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese 

e recobertas com tampão alcalino (NaOH 300 mM + EDTA 1 mM, com pH>13) a 4 ºC, por 20 

minutos, para a deselicoidização do DNA.  Após esse processo, as lâminas foram submetidas a 

eletroforese a 39 V (~0.8 V / cm), 300 mA durante 20 minutos. Logo após a eletroforese, as 

lâminas foram retiradas e neutralizadas em tampão Tris (0,4 M cloridrato de Trizma, pH 7,5), 

fixadas em etanol absoluto durante 10 minutos e armazenadas a 4 °C, até o momento da análise.  

 As análises microscópicas foram realizadas em microscópio de epifluorescência Leica, 

filtro B - 3 4 (excitação: i = 420 nm – 490 nm, barreira: I = 520 nm), por meio da adição de 50 

µL de GelRed® (15 μL de GelRed 10.000X em água, 5 mL de NaCl a 1M, e 45 mL de água 

destilada). Foram analisados, ao acaso, em objetiva de 40x, 100 nucleóides por frasco (duas 

lâminas com 50 nucleóides cada), totalizando 300 nucleóides/tratamento. Os danos no DNA 

foram estimados baseados na intensidade de na cauda do DNA medida pelo software Comet 

Assay IV. Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk e, de acordo 
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com a distribuição dos dados, foi realizado o teste estatístico paramétrico ANOVA (p<0,05) 

pos hoc Dunnet, para comparar os danos observados nas células tratadas com as concentrações 

dos extratos de L. barbarum com os do controle negativo. 

 

2.4.4. Ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese  

 A avaliação da mutagenicidade e antimutagenicidade dos extratos de L. barbarum foi 

realizada pelo ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese (MNBC), de acordo com o 

protocolo descrito por Natarajan e Darroudi (1991), com algumas modificações. Para ambas as 

avaliações, foram semeadas 1 x 106 células em frascos de cultura 25 cm², que foram mantidos, 

para estabilização, em estufa a 37 °C, 5 % CO2 em atmosfera úmida, por 24 horas. Após este 

procedimento, foram realizadas duas avaliações:  mutagenicidade, onde as células foram 

expostas a três concentrações do extrato de L. barbarum (0,2; 0,4 e 0,6 g/L), por 24 horas; e de 

antimutagenicidade, realizadas por meio de 4 diferentes tipos de tratamentos, conforme já 

descritos para o ensaio do cometa. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram lavadas 

com PBS, o meio foi trocado e foi adicionada 3 µg/mL de citocalasina B (CitoB), onde 

permaneceram, por 28 horas, para obtenção de células binucleadas. Em seguida, as células 

foram coletadas, tratadas com solução hipertônica de citrato de sódio (1 %), fixadas com formol 

(40 %) e Carnoy (3 etanol : 1 ácido acético). Para o preparo das lâminas, as células foram 

centrifugadas, a suspensão celular foi ressuspendida em 0,5 mL de Carnoy e gotejada sobre 

lâminas com um filme de água gelada (4 ºC). As lâminas foram secas em temperatura ambiente 

e coradas com Giemsa 5 % por 8 minutos.  

 As análises foram realizadas em microscopia de luz em objetiva de 100x. Foram 

contabilizadas 2.000 células binucleadas por frasco (duas lâminas 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 

nucleoplasmáticas e/ou brotos nucleares. Os critérios utilizados para essas análises foram 

descritos por Fenech (2000), onde são selecionadas células binucleadas com integridade nas 

delimitações nucleares e citoplasmáticas, núcleos de tamanhos similares não sobrepostos e com 

o mesmo padrão e intensidade de coloração. 

 

2.4.4.1. Determinação do efeito antimutagênico 

 A atividade antimutagênica pode também ser avaliada pela análise da porcentagem de 

redução de danos, observada em cada tratamento realizado com os extratos de L. barbarum.  

Para determinar esta porcentagem, foi utilizada a fórmula: 
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 Redução (% RD) = 
𝐚−𝐛

𝐛−𝐜
 𝐱 𝟏𝟎𝟎 

 

Onde: a = número de células micronucleadas presentes no CP; 

           b = Número de células micronucleadas nos tratamentos;  

           c = número de células micronucleadas presentes no CN (ROBERTO et al., 2016). 
 

 

2.4.4.2. Índice de Proliferação com Bloqueio de Citocinese (IPBC) 

 A partir das mesmas lâminas confeccionadas para o teste do MNBC, foi possível avaliar 

o Índice de Proliferação com Bloqueio de Citocinese (IPBC). Este índice é determinado pela 

contagem de 500 células por frascos (totalizando 1500 células/tratamento) e indica o número 

médio de ciclo celulares das células durante o período de exposição à CitoB. O IPBC é, de 

acordo com a OECD 487 (2012), utilizado para calcular a proliferação celular, cuja fórmala 

está apresentada a seguir:  

 

𝑰𝑷𝑩𝑪 =
(𝑴𝟏) + (𝟐𝒙 𝑴𝟐) + (𝟑𝑿 𝑴𝟑)

𝑵
 

 

 

Onde: M1 = células com 1 núcleo; 

           M2= células com 2 núcleos; 

           M3 = células com multinucleadas; 

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

 

 Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk e a 

análise de significância foi realizada pelo teste estatístico paramétrico ANOVA (p<0,05) pos 

hoc Dunnet, comparando os resultados dos tratamentos com os obtidos no controle negativo 

(CN). 

 

2.4.5. Avaliação do estresse oxidativo 

 Os ensaios de estresse oxidativo foram realizados para mensurar as atividades das 

enzimas de estresse oxidativo Superóxido dismutase (SOD), Glutationa-S-transferase (GST), 

além dos níveis de Glutationa reduzida (GSH) e do nível de peroxidação lipídica (TBARS) 

induzidos, em células HepG2, após tratamentos realizados com L, barbarum. Para isto, foram 

semeadas, em frascos de cultura, 1 x 106 células, que foram estabilizadas por 24 horas em estufa 

de CO2. A seguir, as células expostas às diferentes concentrações estudadas (0,2; 0,4 e 0,6 g/L) 

do extrato de L. barbarum. Após esse período, as células foram lavadas com PBS gelado, 

retiradas dos frascos com o auxílio de “scraper”, transferidas para criotubos de 1,5 mL e 

armazenadas em nitrogênio líquido (LN2), para posteriores análises.  
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 Os ensaios com essas células seguiram os procedimentos: as células foram retiradas do 

LN2 e colocadas em recipiente com gelo e sonicadas em PBS numa frequência de 5 kHz durante, 

aproximadamente, 10 segundos, por duas vezes, no aparelho QSonica Sonicators (modelo 

Q55). As análises foram realizadas, em triplicata, em placas de 96 poços. Todos os ensaios 

foram quantificados em espectrofotômetro Infinite® M200 Pró – Tecan, Mannedorf Suíça. 

 

2.4.5.1. Avaliação da Atividade da Enzima Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi avaliada pelo método de auto-oxidação do pirogalol, descrito 

por Marklund e Marklund (1974), com algumas modificações. O ensaio foi realizado com 20 

μL da suspensão celular sonicada, 200 μL de tampão TRIS- HCl (25 mM) com EDTA (1 mM, 

pH 8,5) e 20 μL de pirogalol (15 mM), incubados a 25°C durante 10 minutos. A reação foi 

interrompida pela adição de 200 μL de HCl 1N e mensurada espectrofotômetro Infinite® M200 

Pró – Tecan a 440 nm. A atividade foi expressa em unidades de absorbância/minuto. 

 

2.4.5.2. Avaliação da atividade da Glutationa-S-Transferase (GST) 

A atividade da GST foi avaliada de acordo com o método de Habig et al. (1974), com 

algumas modificações. Foi usada para a realização deste ensaio uma mistura de 20 µL da 

suspensão celular sonicada, 200 µL de tampão fosfato (0,1 M, pH 7.4), 30 µL de GSH (0,1 

mM) e 20 µL de CDNB (0,1 mM) (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno. A leitura da absorbância desta 

mistura foi monitorada, minuto a minuto, por um período total de 5 minutos em 

espectrofotômetro Infinite® M200 Pró – Tecan a 340 nm. O resultado foi expresso em 

absorbância/ minuto. 

 

2.4.5.3. Avaliação da atividade da Glutationa reduzida (GSH) 

Os níveis de GSH foram quantificados pela metodologia descrita por Ellman (1959), 

com algumas adaptações. Foram adicionados 200 µL da suspensão celular sonicada em um 

mesmo volume de ácido tricloroacético 20 % (TCA), contento 1 mM EDTA. A mistura 

permaneceu em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente, para precipitação das proteínas, 

e, em seguida, foi centrifugada por 5 minutos a 4.500 rpm. Foi retirada do sobrenadante 100 µL 

de amostra, que foram adicionados em 100 µL de tampão TRIS- HCl (25 mM) com EDTA (1 

mM, pH 8,2) e, por último, 20 µL de DTNB (10 mM) (5-5´-dithiobis- (2-nitrobenzoic acid)). 

A absorbância (Abs) foi monitorada, em espectrofotômetro Infinite® M200 Pró – Tecan, 

imediatamente após a adição do DTNB e depois de 15 minutos da exposição, em 412 nm. A 

concentração de GSH foi calculada pela equação:  
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[GSH (mmol/L)] = (Absfinal - Absinicial) x 1,57 (mM) (ALLAMEH et al., 1997). 

 

2.4.5.4. Determinação dos níveis de peroxidação lipídica (Espécies Reativas ao 

Ácido Tiobarbitúrico - TBARS) 

A determinação da quantidade de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi 

adaptada de protocolo proposto por Buege e Aust (1978). Foram utilizados 800 μL de suspensão 

celular sonicada, 1 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) (0,67 %), 10 μL de NaOH (10 M) e 500 

μL de H3PO4 (20 %). Essa mistura foi fervida em banho-maria por 15 minutos e resfriada em 

gelo. Na sequência, foram adicionados 1,5 mL de n-butanol. Para a extração do cromógeno, a 

mistura foi vigorosamente agitada e centrifugada por 5 minutos a 3500 rpms, para a separação 

da fase orgânica. A leitura da sua absorbância foi feita em espectrofotômetro Infinite® M200 

Pró – Tecan a 535 nm. A concentração de TBARS foi calculada usando λ535 = 149.000 M-1cm-

1 na equação: 

 [TBARS (mmol/Lx 10 -9)] = 
𝑨𝒃𝒔

 𝛌
  x 1000000000 

 

2.4.5.5. Análise estatística do estresse oxidativo 

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e 

posteriormente ao teste ANOVA com pos hoc Dunnet para todos os testes. Os resultados dos 

tratamentos foram comparados com os resultados do CN. 

 

3. Resultados 

3.1. Análises Fitoquímicas  

3.1.1. Caracterização fitoquímica  

 Pela caracterização fitoquímica preliminar, foi observada a presença de flavanoides, 

saponinas e alcalóides para as três concentrações do extrato de L. barbarum (0,2; 0,4 e 0,6 g/L), 

em todas as triplicatas (Tabela 1).  
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Tabela 1-  Triagem fitoquímica das diferentes concentrações dos extrados de Lycium 

barbarum. 

  

Compostos 

 

Concentrações de Lycium barbarum 

          0,2 g/L          0,4 g/L            0,6 g/L 

        T1 T2 T3      T1 T2 T3       T1 T2 T3 

         Flavanóides         +    +    +       +    +    +         +    +   + 

         Saponinas         +    +    +       +    +    +         +    +   + 

        Alcalóides         +    +    +       +    +    +         +    +   + 

(+) Resultado positivo (presença), por triplicata. T1: triplicata 1; T2: triplicata 2 e T3: triplicata 3. 

 

         

3.1.2. Determinação do teor de fenóis totais  

Para a determinação dos teores de fenóis totais em cada concentração do extrato de L. 

barbarum, foi construída uma curva padrão com ácido gálico, a qual foi tomada como 

substância de referência (Figura 1). O extrato estudado apresentou 6,03 g equivalente (eq.) de 

ác. gálico /L,  para o teor de polifenóis totais. 

 

Figura 1: Curva de calibração do teor de fenóis totais realizada com o padrão de ácido gálico. 

 

 

Abs.: absorbância 
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3.1.3. Avaliação da atividade antioxidante 

 A avaliação da atividade antioxidante, pelo método do DPPH, baseou-se na curva 

padrão de quercetina (Figura 2). A maior atividade antioxidante foi observada para a maior 

concentração do extrato de L. barbarum (0,6 g/L) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 
∆%: variação de porcentagem  

 

 
 

 

Figura 3: Atividade antioxidante das diferentes concentrações de Lycium barbarum, expressas 

em porcentagem de atividade antioxidante 
 

 
 

∆%: variação de porcentagem. *p<0,05 estatisticamente significativo comparado entre os tratamentos 

 

 

Figura 2: Curva de calibração da atividade antioxidante, realizada com o padrão de 

quercetina 

 

Figura 2: Curva de calibração da atividade antioxidante, realizada com o padrão de 

quercetina 
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3.2. Teste do MTT  

 Os resultados referentes ao efeito citotóxico das diferentes concentrações do extrato de 

L. barbarum (0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,4 e 0,6 g/L), avaliado pelo teste do MTT em células HepG2, 

após 24 horas de exposição, demonstraram que nenhuma das concentrações testadas foi 

citotóxica para essas células, pois todos os ensaios exibiram viabilidade celular superior a 80% 

(Figura 4).  

Figura 4: Viabilidade celular, avaliada pelo teste de MTT com células HepG2 expostas a 

diferentes concentrações do extrato de L. barbarum.  

 

 

             CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo.  

 

3.3. Ensaio do cometa 

 Os níveis de danos primários no DNA de células HepG2, expostas às diferentes 

concentrações do extrato de L. barbarum (0,2; 0,4 e 0,6 g/L), avaliados pelo ensaio do cometa 

(parâmetro de intensidade da cauda), mostraram que nenhum dos tratamentos realizados com 

L. barbarum induziu genotoxicidade estatisticamente significativa em relação aos resultados do 

CN. Já para o teste de antigenotoxicidade, todos os tratamentos realizados neste estudo 

apresentaram diferença significativa, quando comparadas ao CP. Os tratamentos simultâneos 

com e sem incubação apresentaram morte celular (Tabela 2).   
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CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; PRÉ: pré- tratamento; PÓS: pós- tratamento; SIM: tratamento 

simultâneo; SIM I.: tratamento simultâneo com incubação. *p<0,05: estatisticamente significativo comparado ao 

CN; a p<0,05: estatisticamente diferente comparado ao CP. †: indução de morte celular. 

 

3.4. Ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese 

 Os efeitos mutagênicos das diferentes concentrações do extrato de L. barbarum 

estudadas foram avaliados pelo teste do MN, (onde foram estimados os valores de MN, brotos), 

presentes em células binucleadas da linhagem HepG2. Os resultados referentes a esses 

parâmetros analisados no teste de genotoxicidade demonstraram ausência de efeito mutagênico 

para todas as concentrações de L. barbaram (0,2; 0,4 e 0,6 g/L). Já para o teste de 

antigenotoxicidade, todos os tratamentos testados apresentaram diferença significativa, quando 

comparadas ao CP. (Tabela 3). 

 

 

 

 

 Tratamento Intensidade da cauda 

G
en

o
to

x
ic

id
ad

e 

 

CN 10,31 ± 1,72 

CP 55,46 ± 7,54* 

 0,2 g/L 12,0 ± 2,24 

 0,4 g/L 11,74 ± 1,95 

 0,6 g/L 10,50 ± 1,30 

  

A
n
ti

g
en

o
to

x
ic

id
ad

e 

CN 5,12 ± 1,43 

CP 54,78 ± 3,37 

PRÉ 0,2 g/L 21,13 ± 1,58a 

PRÉ 0,4 g/L 20,48 ± 1,68a 

PRÉ 0,6 g/L 17,23 ± 1,63a 

PÓS 0,2 g/L 15,68 ± 0,24a 

PÓS 0,4 g/L 10,94 ± 1,98a 

PÓS 0,6 g/L 5,22 ± 0,95a 

SIM 0,2 g/L † 

SIM 0,4 g/L † 

SIM 0,6 g/L † 

SIM I. 0,2 g/L † 

SIM I. 0,4 g/L † 

SIM I. 0,6 g/L † 

Tabela 2: Resultados do ensaio do cometa, realizado com células HepG2 após exposição 

a diferentes concentrações do extrato de L. barbarum 

 

 

Tabela 2: Resultados do ensaio do cometa, realizado com células HepG2 após exposição 

a diferentes concentrações do extrato de L. barbarum 
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 Tratamento MN Broto Redução 

M
u
ta

g
en

ic
id

ad
e CN 1,0 ± 0,18 0,6 ± 0,13 ----- 

CP 4,1 ± 0,12* 1,9 ± 0,15* ----- 

 0,2 g/L 1,3 ± 0,26 0,5 ± 0,11 ----- 

 0,4 g/L 1,2 ± 0,22 0,6 ± 0,12 ----- 

 0,6 g/L 1,0 ± 0,12 0,7 ±0,15 ----- 

    

A
n
ti

m
u
ta

g
en

ic
id

ad
e 

CN 1,1 ± 0,21 0,6 ± 0,13 ----- 

CP 4,4 ± 0,4 1,9 ± 0,15 ----- 

PRÉ 0,2 g/L 3,1 ± 0,49a 1,1 ± 0,44a 40% 

PRÉ 0,4 g/L 2,3 ± 0,29a 1,0 ± 0,14a 100% 

PRÉ 0,6 g/L 1,58 ± 0,38a 0,8 ± 0,21a 100% 

PÓS 0,2 g/L 1,9 ± 0,25a 0,9 ± 0,15a 70% 

PÓS 0,4 g/L 1 ± 0,14a 0,8 ± 0,15a 100% 

PÓS 0,6 g/L 1 ± 0,12a 0,6 ± 0,19a 100% 

SIM 0,2 g/L † † † 

SIM 0,4 g/L † † † 

SIM 0,6 g/L † † † 

SIM I. 0,2 g/L † † † 

   SIM I. 0,4 g/L † † † 

SIM I. 0,6 g/L † † † 

 

 

 

3.4.1. Índice de Proliferação com Bloqueio de Citocinese (IPBC) 

 O IPBC induzido pelo extrato de L. barbarum sobre as células HepG2, mostraram que 

as concentrações de 0,2 g/L e 0,4 g/L induziram uma diminuição dos valores deste índice, 

quando comparados com os resultados do CN. Contudo a concentração de 0,6 g/L mostrou uma 

resposta de proliferação semelhante estatisticamente à do CN (Figura 5 A). As avaliações do 

IPBC, após os pré e pós-tratamentos com as concentrações estudadas do L. barbarum, 

mostraram que as concentrações de 0,4 g/L e 0,6 g/L apresentaram diferença estatisticamente 

significativa em relação ao CP, e uma tendência de normalização com os resultados observados 

no CN (Figura 5 B). 

 

 

 

Tabela 3: Frequências de anormalidade nucleares e de micronúcleos (MN) observadas em 

células HepG2, expostas a diferentes concentrações do extrato de L. barbarum  

 

 

Tabela 3: Frequências de anormalidade nucleares e de micronúcleos (MN) observadas em 

células HepG2, expostas a diferentes concentrações do extrato de L. barbarum  

 

CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; PRÉ: pré- tratamento; PÓS: pós- tratamento; SIM: 

tratamento simultâneo; SIM I.: tratamento simultâneo com incubação. *p<0,05 estatisticamente 

significativo comparado ao CN; a p<0,05: estatisticamente diferente comparado ao CP. †: indução de morte 

celular. 

 
          

 

 
CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; PRÉ: pré- tratamento; PÓS: pós- tratamento; SIM: 

tratamento simultâneo; SIM I.: tratamento simultâneo com incubação. *p<0,05 estatisticamente 

significativo comparado ao CN; a p<0,05: estatisticamente diferente comparado ao CP. †: indução de morte 

celular. 
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*p<0,05 estatisticamente significativo comparado ao CN; a p<0,05: estatisticamente diferente comparado ao CP 

 

 

3.4. Avaliação do estresse oxidativo 

 Os efeitos dos extratos de L. barbarum, sobre o mecanismo de defesa antioxidante das 

células HepG2, foram avaliados pelas atividades das enzimas SOD e GST e pelos níveis de 

GSH e TBARS. Somente os resultados da dosagem dos níveis de GSH, de todos os tratamentos 

testados (0,2; 0,4 e 0,6 g/L), exibiram diferença significativa, em relação ao CN (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Indice de Proliferação com Bloqueio de Citocinese (IPBC) para estimar o 

potencial proliferativo do Lycium barbarum sobre células HepG2 (A) e dos efeitos dos 

pré e pós-tratamentos com este extrato vegetal (B).  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 5: Indice de Proliferação com Bloqueio de Citocinese (IPBC) para estimar o 

potencial proliferativo do Lycium barbarum sobre células HepG2 (A) e dos efeitos dos 

pré e pós-tratamentos com este extrato vegetal (B).  
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Figura 3: Efeitos nos níveis de GSH (Glutationa Reduzida) (A); SOD (Superóxido Dismutase) 

(B); TBARS (espécies reativas ao ácido Tiobarbitúrico) (C): GST (Glutationa S-tranferase) (D), 

sobre a cultura celular HepG2 exposta a diferentes concentrações do extrato de Lycium 

barbarum.  

 

 

*p<0,05 estatisticamente significativo. 

 

4. Discussão 

 Na literatura, as substâncias bioativas são classificadas como tóxicas ou como 

nutracêuticas. Compostos tóxicos são agentes químicos que causam efeitos adversos a saúde 

humana, sejam eles de origem natural ou derivados de síntese realizadas pelo homem. Os 

nutracêuticos são compostos que apresentam, além de potencial farmacológico, como os 

fitoterápicos, um valor nutricional reconhecido. O próprio termo “nutracêutico’ tem como 

origem a junção das palavras “Nutriente” e “Farmacêuticos” (KALRA, 2003). Considerando 

que L. barbarum (goji berry) é uma planta utilizada tanto na medicina popular como na 

alimentação, ela pode ser, então, considerada um nutracêutico.  

 O presente estudo avaliou, por meio do teste do MTT realizado com células de 

hepatocarcinoma humano (HepG2), os efeitos citotóxicos de diferentes concentrações do 

extrato de L. barbarum.  
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 O potencial genotóxico do L. barbarum para HepG2 foi avaliado pelo ensaio do 

cometa, entretanto, para a prosseguir com este teste foi necessária a realização prévia de um 

teste de viabilidade celular com azul de Trypan (ANDERSON; PLEWA, 1998; TICE et al., 

2000). Neste teste, obtivemos também uma viabilidade celular superior a 85 %, para todas as 

concentrações testadas, confirmando os resultados obtidos no teste do MTT. 

 Os resultados obtidos, para todas as concentrações testadas (0,2, 0,4 e 0,6 g/L), não 

demonstraram diferença estatisticamente significativa, quando comparados ao controle 

negativo, indicando que o L. barbarum não apresenta nenhum efeito gentóxico para as células 

HepG2. Estudos de Ceccarini et al. (2016), que também evidenciaram, para células HepG2, 

ausência de efeito citotóxico para diversas concentrações do extrato de L. barbarum (400, 600, 

800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800, 2000, 2200, 2400, 2600, e 2800 μg/mL), pelo teste do MTT 

e do azul de Trypan. Esses autores também observaram ausência de genotoxicidade (ensaio do 

cometa) para as concentrações de 200, 600, 1000, 1400, e 1800 μg/mL do extrato, após 4 horas 

de tratamento. 

 Embora o ensaio do cometa tenha a capacidade de detectar lesões primárias no DNA, 

essas lesões podem ser passíveis de correção. Quando as lesões são corrigidas adequadamente, 

o dano induzido não se fixa, portanto não se caracterizando como um efeito mutagênico 

(SOUZA, FONTANETTI, 2006). Sendo assim, foram realizados neste estudo ensaios de 

mutagenicidade pelo teste de MN com bloqueio de citocinese, pois, de acordo com Maluf 

(2004), a associação do ensaio do cometa com o teste do MN permite analisar de forma mais 

conclusiva os resultados obtidos no ensaio do cometa. 

 Os resultados observados em todas as concentrações testadas de L. barbarum pelo teste 

do MN com bloqueio de citocinese, para os parâmetros MN, ponte e brotos, não foram 

estatisticamente significativos, quando comparadas com o controle negativo, indicando 

ausência de efeito mutagênico para o extrato estudado. 

  Devido à ausência de genotoxicidade e mutagenicidade do extrato de L. barbarum 

registrada neste estudo e as referências de propriedades hepato-protetoras desta e de outras 

plantas do gênero Lycium (grpo das “wolfberries”), estudadas por XIAO et al. (2012, 2013, 

2014), neste estudo foram realizados o teste de antigenotoxicidade, por meio do ensaio do 

cometa, e de antimutagenicidade, por meio do ensaio do micronúcleo com bloqueio de 

citocinese. A primeira indicação de efeito antigenotóxico registrado para L. barbarum foi 

descrita por Ceccarini et al. (2016), que demonstraram, por meio de dados globais, obtidos pelo 

teste do cometa, um potencial antigenotóxico para os extratos desta planta. 
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 O teste de antigenotoxicidade desenvolvido neste estudo (ensaio do cometa) demonstrou 

redução estatisticamente significativa na intensidade da cauda, para os pré e pós tratamentos, 

quando comparados ao CP. Os dados apresentaram uma diminuição da intensidade da cauda 

diretamente proporcional ao aumento da concentração do extrato. Além disso, também se pode 

observar que, em todas as concentrações testadas do extrato, os pós tratamentos foram os mais 

eficazes na redução de danos, sendo que a maior concentração (0,6 g/L) exibiu resultados 

semelhantes ao do CN.  

 Amagase e Farnsworth (2011) identificaram, dentre os componentes bioativos do extrato 

de L. barbarum, quinonas, que são compostos que possuem diversas propriedades 

farmacológicas como atividades antibacterianas, antifúngicas, antivirais, anti-inflamatórias e 

anticancerígenas (ALMEIDA, 2017). Há vários modos de ação pelos quais as quinonas exercem 

essas atividades, sendo que a sua principal ação é a indução de danos (ASCHE, 2005; 

MARINHO FILHO, 2012; FARIAS, 2014).  Esses danos são promovidos pela ação das 

quinonas sobre a molécula de DNA, pois algumas delas atuam como agente intercalantes ou 

inibidores da biossíntese de nucleotídeos (COSTA, 2009).  

 Beranek (1990) afirma que a ação tóxica das quinonas sobre o DNA é semelhante aos 

efeitos promovidos pelo MMS, uma vez que esse composto é um agente alquilante 

monofuncional ou seja, possuem a habilidade de interagem diretamente com o DNA 

promovendo quebra de fita dupla nesta molécula (ALMEIDA et al., 2005).  Sendo assim, essa 

substância tem sido usada, há muito tempo, para estudar eventos de mutagenicidade e 

carcinogenicidade (BERANEK, 1990). Outros autores citam que o MMS é um agente 

modificador de bases do DNA, que gera aberrações cromossômicas (KANDASAMY et al., 

2009; RANK, 2003). Diante dos efeitos similares das duas substâncias, sugere-se a 

possibilidade de haver uma interação das ações dos compostos presentes no extrato de L. 

barbarum (como as quinonas) com o MMS.   

 Os tratamentos simultâneos, sem e com incubação, induziram morte celular nas células 

HepG2. Esse efeito sugere que houve uma possível ação conjunta entre o MMS (utilizado para 

induzir danos) e os compostos bioativos presentes no extrato. Dentre as ações interativas de 

compostos químicos, as aditivas são aquelas cujo efeito final observado é igual à soma dos 

efeitos isolados dos agentes indutores, e a sinérgica, aquelas cujo efeito final é sempre maior 

que a soma dos efeitos individuais.   

 Pelos efeitos de morte celular observados para todas as células tratadas com as três 

concentrações do extrato de L. barbarum (tratamentos simultâneos) fica difícil inferir qual o 

tipo de interação ocorreu entre os dois agentes (extrato e MMS), só sendo possível sugerir uma 
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ação conjunta que foi letal para as células. Entretanto, esse elevado efeito citotóxico em 

combinação com agentes alquilantes podem ser promissores medicamentos para tratamento 

câncer visando a eliminação de células tumorais.  

 Outro parâmetro avaliado por meio do teste do MN foi o Índice de Proliferação com 

Bloqueio de Citocinese (IPBC). As concentrações de 0,2 e 0,6 g/L, avaliadas no teste de 

mutagenicidade, levou a uma diminuição significativa do IPBC, quando comparadas ao 

controle negativo. Já no teste de antimutagenicidade, a concentração que apresentou uma 

diminuição significativa do IPBC, em relação ao controle negativo, para ambos os tratamentos 

(pré e pós), foi a de 0,2 g/L. As demais concentrações (0,4 g/L e 0,6 g/L) avaliadas neste ensaio 

apresentaram um aumento significativo deste parâmetro, em relação ao controle positivo. Estes 

resultados são corroborados pelos estudos de Mao et al. (2010), no qual os autores descrevem 

uma inibição da proliferação de diversos tipos de células cancerosas, após a exposição das 

mesmas aos extratos de L. barbarum, além da indução da parada do ciclo celular na fase G0/G1, 

S ou G2/M. 

 Zhang et al. (2005) demonstraram inibição do crescimento de células de hepatoma 

humano (QGY7703), após tratamento com L. barbarum. Os pesquisadores também verificaram 

a paradas do ciclo células na fase S sugerindo este mecanismo como um dos possíveis sistemas 

responsáveis pela atividade antiproliferativa do L. barbarum em células de hepatoma humano. 

 O mesmo efeito descrito acima para antigenotoxicidade foi observado também nos 

tratamentos simultâneos, sem e com incubação, do teste de antimutagenicidade. Neste teste 

foram observadas diferenças significativas entre as frequências de MN e brotos nucleares dos 

pré e pós-tratamentos e o controle positivo, mostrando que o extrato é eficaz na redução de 

danos. As concentrações de 0,4 e 0,6 g/L destacaram-se como as mais eficazes nesta redução 

(100%). Avaliando a diferença de resposta observada para a concentração de 0,2 g/L, entre o 

pré (40%) e pós tratamento (70%), podemos concluir que o pós-tratamento se mostrou mais 

efetivo na redução de danos causados pelo MMS. 

 A ação antimutagênica pode ser avaliada pela porcentagem de redução de danos (RD 

%), classificada dentre as categorias de forte (% RD maior que 70%), moderada (% RD entre 

40% a 70%) e neutra (% RD abaixo de 40%) (CAILLET et al., 2011; GONTIJO; FIETTO; 

LEITE, 2014). De acordo com essa avaliação, podemos classificar a ação antimutagênica de 

todos os pós tratamentos como “forte” (0,2 g/L = 70%, 0,4 g/L e 0,6 g/L= 100%), assim como 

para os pré-tratamentos das concentrações de 0,4 g/L e 0,6 g/L (100%). Apenas a concentração 

0,2 g/L do pré-tratamento foi classificada como de ação “moderada” (40%).  
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 Pelos resultados obtidos, pode-se sugerir que o extrato estudado se comporta como um 

agente antimutagênico, por meio de ação desmutagênica e bioantimutagênica. A literatura 

define como agente antimutagênico uma substância capaz de prevenir ou reduzir danos 

ocasionados induzidos por agente mutagênicos. Essa ação pode acontecer por meio de eventos 

de desmutagênese, quando a substância possui a capacidade de inativar o agente indutor do 

dano, ou de eventos de bioantimutagênese, onde a substância é capaz de impedir a fixação do 

dano (mutação) (MITSCHER et al. 1996; SILVA, 2015; CARNEIRO, 2016). 

 Um grande número de estudos associa os nutracêuticos á atividades antimutagenicos e 

anticarcinogênicos. Esta correlação estabelecida é devida a capacidade dos antioxidantes 

protegerem os tecidos biológicos dos danos ao DNA induzidos por espécies reativas, resultantes 

do estresse oxidativo (ANDERSON et al., 1995; WEIJL et al., 1997; SENDÃO, 2004). Dentre 

os antioxidantes com poder anti-inflamatório, antimutagênico e anticarcinogênico encontrados 

em vegetais, podemos citar compostos fenólicos, como os flavonoides e alcaloides (CAI et al., 

2006; PALIOTO et al., 2015). 

 Por fim, também foram avaliados parâmetros de estresse oxidativo (GST, SOD, TBARS 

e GSH) em células HepG2 expostas às diferentes concentrações de L. barbarum, para estimar 

se este nutracêutico promove aumento de produção de radicais livres. Essa avaliação se baseia 

nas descrições de Birben et al., (2012), que correlacionam o aumento de citoxicidade de um 

composto ao seu mecanismo de indução de radicais livres na célula. Os presentes resultados 

não demonstraram diferença significativa para as atividades das enzimas SOD e GST, assim 

como para os níveis séricos de TBARS, indicando ausência de indução de estresse oxidativo. 

Apenas obtivemos aumento significativo para os níveis de GSH. 

 A GSH é um tripeptídeo composto por glutamato, cisteína e glicina (NETO et al., 2013), 

que interfere em diversos processos biológicos como antioxidantes e detoxificante, transporte 

de aminoácidos, síntese de proteínas e de ácidos nucleicos, manutenção da forma ativa de certas 

enzimas, proteção do organismo contra a exposição a radiações solares e na morte celular 

programada (YOU; PARK, 2010; CRUZ, 2016). Esta molécula é considerada um dos principais 

eliminadores de radicais livres das células, que, juntamente com os tióis não-proteicos, atuam 

na prevenção da toxicidade induzida pelos radicais livres (HAENEN; BAST, 2014). Sendo 

assim, acredita-se que o aumento de GSH observado neste estudo poderia representar uma 

proteção celular decorrente da ação do extrato de L. barbarum, caracterizado como um evento 

auxiliar na defesa da célula. 

 Os resultados, obtidos nos ensaios de estresse oxidativo, são corroborados por outros 

estudos que demonstraram, em ratos, que o uso diário de extrato etanólico de L. barbarum 
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promoveu uma diminuição de danos oxidativos induzidos por alta ingestão de paracetamol 

(GUNDUZ et al. 2015). Cheng e Kong (2011) também investigaram, em ratos, o efeito protetor 

do L. barbarum sobre lesões hepáticas induzidas pela ingestão de álcool. Os pesquisadores 

demonstraram que a administração de 300 mg de L barbarum/kg de peso do animal, durante 30 

dias, foi capaz de reverter, significativamente, as lesões hepáticas induzidas pelo etanol. 

Donno et al. (2014) identificaram e quantificaram por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), 17 compostos bioativos presentes nos frutos de goji berry, com prevalência 

para os ácidos orgânicos e compostos polifenólicos. Dentre os compostos citados acima, foram 

também identificados nas análises fitoquímicas do presente estudo flavanoides, saponinas e 

alcaloides, além de um eminente teor de polifenóis. Com os comopostos identificados por 

Donno et al. (2014) e as análises químicas realizadas com as presentes amostras possuem, de 

acordo com Cai et al. (2006), Palioto et al. (2015) e Ceccarini et al. (2016), potencial 

antioxidante, foi então avaliado este potencial antioxidante das diferentes concentrações de goji 

berry pelo método do DPPH. A metodologia do DPPH se baseia na capacidade do radical 

estável 2,2diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH •) reagir com os doadores de hidrogênio, 

ocasionando mudança de coloração na solução variando de roxa para amarela, conforme o 

radical é eliminado por substâncias com propriedades antioxidantes (OSMAN et al., 2012). A 

atividade sequestradora do radical DPPH baseou-se na curva padrão de quercetina, por ser este 

o flavonoide mais evidente das bagas de goji berry (LI; LI; ZHOU, 2007; WANG et al., 2010; 

MOURA, 2016). 

Dentre as concentrações testadas do extrato de L. barbarum, a de 0,6 g/L foi que 

apresentou o maior poder antioxidante, quando comparado com os resultados do controle 

negativo. Por estes resultados, pode-se inferir que a maior concentração testada deste 

fitoterápico possui maior capacidade de neutralizar a ação dos radicais livres, sendo eficiente 

para proteger as células contra os efeitos danosos das reações de oxidação. 

 O presente estudo mostrou que as concentrações de 0,2; 0,4 e 0,6 g/L de L. barbarum 

apresentam potencial antigenotóxico e antimutagênico para células de hepatoma humano 

(HepG2), com promissoras %RD. Os dados também demonstraram ausência de indução de 

estresse oxidativo para o extrato estudado e um aumento da proteína GSH, indicando um 

possível efeito protetor deste nutracêutico. Este estudo aponta que o L. barbarum apresenta um 

potencial promissor para ser utilizado nas produções de fitoterápicos, tanto pelos seus efeitos 

protetivos observados, como pela ausência de toxicidade desse material botânico. Para tanto 

são necessários estudos mais detalhados sobre o seu potencial farmacológico. 
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5. Conclusão 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as concentrações de 0,2; 0,4 e 0,6 

g/L do extrato de L. barbarum não induziram efeitos genotóxicos nem mutagênicos em células 

HepG2. Contudo, as mesmas concentrações apresentaram um efeito protetor contra a ação de 

um agente comprovadamente mutagênico (MMS), indicando, assim, um alto potencial 

antigenotóxico e antimutagênico para este fitoterápico. 

O L. barbarum apresenta uma ação protetora tanto por desmutagênese como por 

bioantimutagênese, desmonstrada pelas porcentagens significativas de redução de danos (% 

RD), bem como pelo aumento dos níveis de GSH observados. Entretanto, como nossos 

resultados foram obtidos em sistema teste in vitro, há a necessidade de se realizar, ensaios com 

sistemas testes in vivo, para a certificação dos seus efeitos sobre organismo humano. Sendo 

assim, para que essa planta possa ser usada com segurança ainda são necessários mais estudos 

que possam avaliar, detalhadamente, os seus mecanismos de ação na proteção da molécula de 

DNA. 

 Por fim, destacamos a importância do presente estudo por revelar possíveis potenciais 

antigenotóxico e antimutagênico do L. barbarum, o que pode auxiliar nos desenvolvimentos de 

formulações farmacológicas eficazes na prevenção de danos induzidos por agentes com 

potencial genotóxico e ou mutagênicos. 
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Resumo 

 

O Lycium barbarum, uma planta cultivada no Oriente como um alimento funcional, obteve 

recentemente um aumento em seu consumo como medicamento fitoterápico, devido às 

propriedades benéficas de seu fruto e seus efeitos positivos sobre a saúde humana. No entanto, 

não existem, até o momento, estudos que avaliem o potencial genotóxico deste extrato em 

células de câncer de mama humano (MCF-7), nas concentrações recomendadas para uso diário 

(0,2 g/L; 0,4 g/L; 0,6 g/L). O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos in vitro dos extratos de 

L. barbarum, pelo teste do MTT (citotoxidade); do cometa (genotoxicidade); do micronúcleo 

com bloqueio de citocinese (mutagenicidade) e por meio de ensaios para avaliação de alterações 

dos níveis de estresse oxidativo (quantificação da GSH, da atividade das enzimas SOD e GST 

e do nível de peroxidação lipídica). Todos os ensaios foram realizados para o tempo de 

exposição de 24 horas.Os resultados mostraram ausência tanto de citotoxicidade como de 

potencial indutor de estresse oxidativo do L. barbarum para a linhagem celular de câncer de 

mama humano (MCF-7). Quanto ao potencial genotóxico, avaliado pelo ensaio do cometa, 

todas as concentrações testadas apresentaram diferença significativa, quando comparadas com 

o grupo controle negativo. Pelo teste do MN, foi observado uma diminuição significativa de 

brotos nucleares, pontes e MNs em todas as concentrações testadas. Diante desses resultados, 

podemos inferior que a genotoxicidade observada no ensaio do cometa pode ter sido promovida 

pela atividade aumentada dos mecanismos de reparo de danos no material genético. Pela 

diminuiçao registrada dos efeitos mutagênicos (MN), podemos sugerir que o extrato de L. 

barbarum apresenta um possível potencial antimutagênico, possivelmente relacionado ao seu 

conteúdo de quinonas, o que pode ser aproveitado para o desenvolvimento de novas drogas a 

serem usadas como protetoras do DNA. Entretanto, são necessários mais estudos que possam 

comprovar os mecanismos de ação do goji berry sobre a molécula de DNA 

 

Palavras-chaves:  MCF-7; goji berry; anticancerígeno; ensaio do cometa; teste do 

micronúcleo; estresse oxidativo. 
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1. Introdução 

A fitoterapia é uma ciência médica milenar que utiliza vegetais para tratamento e 

prevenção de doenças, sendo usada como uma terapia alternativa ou até complementar às 

convencionalmente usadas na medicina tradicional (ALEXANDRE; 2004; SENS, 2005; 

BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012; ROCHA BRITO et al., 2014).  Esta ciência se baseia 

na cultura popular, por isso constituída de um conjunto de saberes internalizados e difundido, 

há gerações, por usuários de diversos países (KLEIN et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2012).  

O aumento na procura por fitoterápicos está relacionada com uma busca constante de 

hábitos saudáveis, em decorrência da valorização mundial do uso de plantas e de outras fontes 

naturais com propriedades terapêuticas (BRUNING, MISEGUI, VIANNA, 2012). Porém, 

como o consumo de fitoterápicos não exige prescrição médica obrigatória, eles vêm sendo 

usados indiscriminadamente, devido a prática de automedicação. Essa prática está baseada na 

atribuição de uma “naturalidade inócua” aos produtos naturais, o que pode colocar em risco a 

saúde do consumidor (BALBINO & DIAS, 2010; MAZZARI, PRIETTO, 2014). 

Diante disto, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) desenvolveu uma 

normativa, “Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) 48/2004”, para um controle geral do uso 

de fitoterápicos. Está resolução exige, por exemplo, a identificação, o padrão de qualidade, 

provas de eficácia e padronizações das informações dos fitoterápico (BRASIL, 2004). No 

entanto, apesar desse controle, a utilização destes medicamentos feitos a base de plantas ainda 

suscita dúvidas, quanto aos seus efeitos tóxicos. 

Recentemente, está sendo observado um aumento significativo no consumo de frutos da 

espécie Lycium barbarum, conhecido popularmente como goji berry, como medicamento 

fitoterápico, devido às suas propriedades benéficas e aos efeitos positivos que conferem à saúde 

humana, como aumento da fertilidade masculina (LUO et al. 2006), redução da fadiga e 

aumento da resistência (LUO, 2002), neuroproteção (AMAGASE & FARNSWOTH, 2011), 

potencial dermoprotetor (ZHAO et al, 2005) e melhoras na retinopatia diabética (CAVAZIM 

& FREITAS, 2014), além das suas propriedades antioxidantes reconhecidas (MING et al., 

2009; DONNO et al., 2014)  

Esta planta, originária da China, Tibet e outras partes da Ásia, é um arbusto decíduo e 

frutífero, que pertence à família Solenaceae (ZHONG; SHAHIDI; NACZK, 2012). Ela vem 

sendo cultivada, há mais de 2500 anos (RIBEIRO, MAIA, FRANCO, 2016), como um dos 

alimentos funcionais mais populares no Oriente, principalmente na China (DONG et al., 2012). 

Os seus frutos são constantemente utilizados para elaboração de formulações, preparos de chás 
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e até mesmo para o consumo, in natura, como suplemento alimentar (ADAMS et al., 2006; 

POTTERAT, 2010; ANVISA, 2015). 

Alguns estudos realizados com o goji berry trazem informações sobre os possíveis 

efeitos secundários, relacionados ao potencial alergênico do fruto desta planta, que foram 

desenvolvidos por alguns pacientes. Dentre as reações observadas após o consumo das bagas 

de goji berry, estão os sintomas alérgicos simples, como urticária, edema, rinite aguda e 

dispneia, até reações complexas, como choques anafiláticos, (BALLARIN et al., 2011; 

CARNÉS et al., 2013; MARTINS et al., 2014). Outras informações sobre L. barbarum mostram 

que esta planta apresenta uma interação farmacocinética grave, potencializando a ação do 

anticoagulante Varfarina. Assim, esse fitoterápico tem um efeito semelhante a drogas 

antiplaquetárias, podendo ocasionar um aumento do tempo de sangramento, epistaxe, 

equimoses, hematomas e sangramento anal. Isto ocorre porque o goji berry inibe a P4 2C9, 

enzima metabolizadora primária da Varfarina®, resultando, consequentemente, na diminuição 

da biotransforamação do medicamento e no prolongamento do tempo da protrombina (LEUNG 

et al., 2008; RIVERA et al., 2012). 

Assim, há uma necessidade eminente de estudos sobre os efeitos adversos e 

toxicológicos do L. barbarum, uma vez que a utilização inadequada desse produto, pode 

ocasionar distúrbios graves, devido á pré-existência de fatores de ricos como o uso 

concomitante com outros medicamentos (MAIA et al, 2011; CARNEIRO & COMARELLA, 

2016). 

Dentre os diversos testes indicados para avaliar a toxicidade de biomateriais, os 

realizados com células mantidas em cultura apresentam vantagens e eficácia, por serem 

modelos biológicos padronizados; serem desenvolvidos sob condições controladas de cultivo, 

que garantem a avaliação apenas da ação do agente investigados; e por não terem interferentes 

externos à célula, como alterações de temperatura, pH e estresse do organismo. Também são 

recomendados como método in vitro suficientemente informativos, particularmente para 

estudos funcionais, bioquímicos e moleculares, assim como para análise de alvos 

farmacológicos (MIGITA, 2012). Além disso, estudos com culturas celulares são considerados 

mais rápidos, sensíveis e facilmente reprodutíveis (ROGERO et al., 2003). 

Frente ao exposto acima, o objetivo deste trabalho foi avaliar os potenciais citotóxico, 

genotóxico e mutagênico do L. barbarum, assim como sua capacidade de induzir danos 

oxidativos em células de adernocarcinoma de mama humano (MCF-7). Para essas análises 

foram desenvolvidos os ensaios do MTT, do cometa, do micronúcleo com bloqueio de 

citocinese, além de quantificações das atividades das enzimas Superóxido Dismutase (SOD) e 
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Glutationa S-tranferase (GST) e dos níveis da Glutationa reduzida (GSH) e da peroxidação 

lipídica (TBARS). 

   

2.  Metodologia 

2.1. Fitoterápico testado 

O extrato de Lycium barbarum, distribuído pela Galena Farmacêutica®, foi adquirido 

em uma farmácia de Rio Claro- SP. Para a realização dos ensaios de genotoxicidade, 

mutagenicidade e de estresse oxidativo com a linhagem celular MCF-7, foram preparadas 

diferentes concentrações de L. barbarum, baseadas nas informações toxicológicas contidas na 

ficha de segurança do produto, fornecida pela Galena Farmacêutica®. Todas as concentrações 

foram diluídas em meio de cultura DMEM e preparadas no momento em que os bioensaios 

foram realizados.  

 

2.2. Metil Metanosulfonato (MMS) 

A solução aquosa de Metil metanosulfonato-MMS (Sigma-Aldrich, CAS No 66-27-3), 

uma substância reconhecidamente eficaz na indução de aberrações cromossômicas e 

micronúcleos (RANK; NIELSEN, 1997), foi utilizada, neste trabalho, na concentração de 4 x 

10-4 M diluído em PBS, como controle positivo. 

 

2.3. Bioensaios realizados com a linhagem celular MCF-7  

As células de câncer de mama humano MCF-7 (ATCC® HTB-22™) foram obtidas 

junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro, mantidas congeladas em LN2 no Laboratório de 

Mutagênese Ambiental (Departamento de Biologia da Unesp de Rio Claro). No momento da 

utilização nos bioensaios, elas foram cultivadas em meio DMEM (Meio Dulbecco MEM), 

suplementado com 10 % de soro bovino fetal, em frascos de cultivo celular (25 cm²), com 

ventilação, sendo mantidas em temperatura controlada (37 ºC), em estufa de CO2 (5 %) e 

umidade controlada (80 %). 

 

2.3.1. Teste do MTT  

 A citotoxicidade dos extratos de L. barbarum, determinada neste estudo pelo teste do 

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide- CAS n. 298-93-1, Sigma), foi realizado em placas 

de ELISA de 96 poços, de acordo com o protocolo estabelecido por Mosmann (1983), com 

algumas modificações. Foram semeadas 2,34 x 104 células por poço, em um volume total de 

100 μL de meio com soro, exceto nos poços referentes ao branco, onde foi adicionado apenas 
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o meio de cultura. As placas foram incubadas, por um período de 24 horas, em estufa de CO2 

(5 %) a 37 °C.  

 Após esse período de incubação, o meio foi retirado dos poços, sendo então adicionados 

nestes poços 200 mL dos diferentes tratamentos (05 g/L; 0,1 g/L; 0,15 g/L; 0,2 g/L; 0,4 g/L; 

0,6 g/L), previamente preparados com meio de cultura sem soro, sendo cada tratamento disposto 

em uma fileira da placa. Nos poços destinados ao controle negativo (CN), foram adicionados 

meio de cultura sem soro e nos poços destinados ao controle positivo (CP), solução de Triton 

X-100 (1 %). 

 Decorrido o tempo de 24 horas, foram retirados os tratamentos dos poços e adicionado 

150 μL de MTT, diluído em PBS, na concentração de 1 x 10-6 mg/mL. A placa foi incubada por 

4 horas, em estufa a 37 °C. Após este tempo, a solução de MTT foi descartada e foram 

adicionados, em cada poço, 100 µL de dimetil sulfóxido (DMSO). As placas foram lidas em 

espectrofotômetro com leitor de microplaca (Multiskan FC – Thermo Scientific®), filtro de 540 

nm.  

 

 2.3.2. Tratamento para o ensaio de genotoxicidade e mutagenicidade 

 As células MCF-7 foram submetidas às concentrações de L. barbarum, que 

apresentaram viabilidade celular superior a 80 % (0,2 g/L; 0,4 g/L e 0,6 g/L), conforme 

determinado previamente pelo teste de Teste do MTT. O controle negativo foi realizado com a 

adição de 50 µL de PBS no meio de cultura e o controle positivo de 50 µL da solução de MMS 

(4x10-4 M). Os tratamentos foram realizados, em triplicata, por um período de 24 horas. 

 

 2.3.3. Ensaio do cometa e viabilidade celular  

 O ensaio do cometa, realizado para avaliar o potencial genotóxico dos extratos de L. 

barbarum, foi feito de acordo com o protocolo estabelecido por Singh et al. (1988) e Tice et al. 

(2000), com algumas modificações. Foram semeadas 5 x 105 células por frascos de cultura de 

25 cm². Os frascos foram incubados por 24 horas a 37 °C e mantidos em estufa de CO2 (5 %), 

em atmosfera úmida, para estabilização das células. Na sequência, as células foram expostas, 

por mais 24 horas aos tratamentos e, em seguida, coletadas. As suspensões celulares obtidas 

foram submetidas ao ensaio de viabilidade celular com o azul de tripan. Para esta avaliação, 

foram misturados, em criotubos, 20 µL da suspensão celular com 20 µL de Azul de Trypan, de 

acordo com a metodologia descrita por Salvadori et al. (2003). Foram quantificadas 100 células 

por tratamento, a fim de obter o percentual das células vivas (brancas) e células mortas (azuis).  
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 Após a contagem da viabilidade celular, 20 µL de cada suspensão celular foi misturada 

com 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão a 37 °C. Estas misturas foram dispostas em 

lâminas previamente revestidas com agarose normal e recobertas com lamínula. Para a remoção 

das lamínulas, as lâminas foram solidificadas a 4 °C por, aproximadamente, 15 minutos. Em 

seguida, as lamínulas foram cuidadosamente removidas e as lâminas expostas à solução de lise 

(1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solução de lise estoque - NaCl 2,5 M, 

EDTA 100 mM. Tris 10 mM, pH 10, aproximadamente 8 g de NaOH sólido para 1 L), no 

escuro, a 4 °C, pelo período mínimo de 1 hora. 

 Decorrido o período de lise, as lâminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese 

e recobertas com tampão alcalino (NaOH 300 mM + EDTA 1 mM, com pH>13) a 4 ºC, por 20 

minutos, para a deselicoidização do DNA.  Em seguida, as lâminas foram submetidas a 

eletroforese a 39 V, 300 mA (~0.8 V / cm), durante 20 minutos. Logo após a eletroforese, as 

lâminas foram retiradas da cuba para serem neutralizadas em tampão Tris (0,4 M cloridrato de 

Trizma, pH 7,5), fixadas em etanol absoluto, durante 10 minutos, e armazenadas a 4 °C, até o 

momento da análise.  

 As análises foram realizadas em microscópio de epifluorescência Leica, filtro B 34 

(excitação: i = 420 nm – 490 nm, barreira: I = 520 nm) por meio da adição de 50 µL de GelRed® 

(15 μL de GelRed 10.000X em água, 5 mL de NaCl a 1M, e 45 mL de água destilada). Foram 

analisados ao acaso, em objetiva de 40x, 100 nucleóides por frasco (duas lâminas com 50 

nucleóides cada), totalizando 300 nucleóides/tratamento. Os danos no DNA foram estimados 

pela intensidade da cauda do cometa, medida no software Comet Assay IV. Os resultados foram 

submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk e a análise de significância realizada pelo 

teste estatístico paramétrico ANOVA (p<0,05), para comparar os danos entre as células tratadas 

com extratos de L. barbarum e o controle negativo. 

  

 2.3.4. Ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese  

 A avaliação dos possíveis efeitos mutagênicos dos extratos de L. barbarum foi realizada 

por meio do ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese (MNBC), de acordo com o 

protocolo descrito por Natarajan e Darroudi (1991), com algumas modificações. Para o ensaio, 

foram semeadas 5 x 105 células em frascos de cultura de 25 cm², mantidos por 24 horas em 

atmosfera úmida, em estufa a 37 °C com 5 % de CO2, período este necessário para a 

estabilização celular. Em seguida, as células foram submetidas aos tratamentos, por mais 24 

horas e lavadas com PBS. O meio foi trocado por meio novo, acrescido de 3 µg/mL de 

citocalasina B, onde permaneceram por 28 horas, para a obtenção de células binucleadas. Após 
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esse período, as células foram coletadas, tratadas com solução hipertônica de citrato de sódio 

(1 %), fixadas com formol (40 %) e Carnoy (3 etanol :1 ácido acético). Para o preparo das 

lâminas, as células foram centrifugadas, a suspensão celular ressuspendida em 0,5 mL de 

Carnoy e gotejada sobre lâminas recobertas com um filme de água, a 4 ºC. Após secas em 

temperatura ambiente, as lâminas foram coradas com Giemsa 5 %, por 8 minutos.  

 As análises foram realizadas em microscópio de luz (objetiva de 100x), contabilizando 

2.000 células binucleadas por frasco (duas lâminas com 1.000 células binucleadas cada), 

totalizando 6.000 células por tratamento. Dentre esse total de células binucleadas analisadas, 

foi contabilizado, separadamente, as células binucleadas normais e as portadoras de MN, pontes 

nucleoplasmáticas e/ou brotos nucleares. 

 Os critérios utilizados para as análises foram descritos por Fenech et al. (2003), onde 

são selecionadas células binucleadas com membrana nuclear e citoplasmática íntegras, núcleos 

de tamanhos similares não sobrepostos e com o mesmo padrão e intensidade de coloração.   

 

 2.3.5. Índice de Proliferação com Bloqueio de Citocinese (IPBC) 

 Outra avaliação realizada com a cultura celular MCF-7, submetidas aos diferentes 

tratamentos com L. barbarum e expostas à CitoB, foi a do Índice de Proliferação com Bloqueio 

de Citocinese (IPBC). Este índice, onde são contabilizadas 500 células por frascos (totalizando 

1500 células/tratamento), indica o número médio de ciclo celulares que as células passaram, 

durante o período de exposição à CitoB. O IPBC é, de acordo com a OECD 487 (2012), 

utilizado para calcular a proliferação celular, cuja fórmula está apresentada a seguir:  

 

𝑰𝑷𝑩𝑪 =
(𝑴𝟏) + (𝟐𝒙 𝑴𝟐) + (𝟑𝑿 𝑴𝟑)

𝑵
 

 

 

Onde: M1 = células com 1 núcleo; 

           M2= células com 2 núcleos; 

           M3 = células com multinucleadas; 

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

 

 Os resultados obtidos neste ensaio foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro 

Wilk e a análise de significância foi realizada pelo teste estatístico paramétrico ANOVA 

(p<0,05), pos hoc Dunnet, comparando os resultados observados nas células tratadas com 

extratos de L. barbarum com os do controle negativo. 
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 2.3.6. Avaliação do estresse oxidativo 

 O estresse oxidativo foi avaliado pela mensuração das atividades das enzimas 

Superóxido dismutase (SOD), Glutationa-S-transferase (GST), além dos níveis de Glutationa 

reduzida (GSH) e do nível de peroxidação lipídica (TBARS). Para esta análise, foram semeadas 

em 12 frascos de cultura de 25 cm2, 1x106 células, sendo 3 destes destinados aos testes CN e 9 

frascos às diferentes concentrações do extrato de L. barbarum (0,2 g/L; 0,4 g/L e 0,6g/L). Após 

o tempo de estabilização de 24 horas, as células MCF-7 foram lavadas com PBS gelado, 

retiradas dos frascos com o auxílio de “scraper”, transferidas para criotubos de 1,5 mL e 

armazenadas em nitrogênio líquido, para posteriores análises.  Essa suspensão celular, mantida 

no gelo, foi sonicada, por duas vezes, em PBS a uma frequência de 5 kHz durante, 

aproximadamente, 10 segundos, por duas vezes, no aparelho QSonica Sonicators (modelo 

Q55). As análises foram realizadas, em triplicata, em placas de 96 poços. Todos os ensaios 

foram quantificados em espectrofotômetro Infinite® M200 Pró – Tecan.  

 

2.3.6.1. Avaliação da Atividade da Enzima Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi avaliada pelo método de autoxidação do pirogalol, conforme 

descrito por Marklund e Marklund (1974), com algumas modificações. O ensaio foi realizado 

com 20 μl da suspensão celular sonicada, 200 μl de tampão TRIS- HCl (25 mM) com EDTA 

(1 mM), pH 8,5 e 20 μl de pirogalol (15 mM), incubados a 25 °C, durante 10 minutos. A reação 

foi interrompida pela adição de 200 μl de HCl 1N e mensurada em espectrofotômetro Infinite® 

M200 Pró – Tecan a 440 nm. A atividade foi expressa em unidades de absorbância/minuto. 

 

2.3.6.2. Determinação dos níveis de peroxidação lipídica (TBARS) 

A determinação da quantidade de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi 

feita segundo Buege e Aust (1978), com algumas adaptações. Foram utilizados 800 μl da 

suspensão celular sonicada, 1 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) (0,67 %), 10 μl de NaOH (10 

M) e 500 μl de H3PO4 (20 %). Essa mistura foi fervida em banho-maria por 15 minutos e 

resfriada em gelo. Na sequência, foi adicionado 1,5 mL de n-butanol e a solução foi 

vigorosamente agitada, para extração do cromógeno. A fase orgânica foi separada por 

centrifugação e a absorbância foi lida em espectrofotômetro Infinite® M200 Pró – Tecan a 535 

nm. A concentração de TBARS foi calculada usando λ535 = 149.000 M-1cm-1 na equação: 

 

 [TBARS (mmol/Lx 10 -9)] = 
𝑨𝒃𝒔

 𝛌
  x 1000000000 
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2.3.6.3. Avaliação da atividade da glutationa-S-transferase (GST) 

A atividade da GST foi avaliada seguindo o método de Habig et al. (1974), com algumas 

modificações. A mistura analisada foi constituída de 200 µL de tampão fosfato a (0,1 M, pH 

7.4); 30 µL de GSH (0,1 mM); 20 µL de CDNB (0,1 mM) (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno); e 20 

µL da suspensão celular sonicada. O aumento na absorbância foi monitorado minuto a minuto, 

por um período de 5 minutos, em espectrofotômetro Infinite® M200 Pró – Tecan a 340 nm. O 

resultado foi expresso em absorbância/ minuto. 

 

2.3.6.4. Avaliação da atividade da glutationa (GSH) 

Os níveis de GSH foram quantificados por meio dos procedimentos descritos por 

Ellman (1959), com algumas adaptações. Foram adicionados 200 µL da suspensão celular 

sonicada em um mesmo volume de ácido tricloroacético 20 % (TCA), contento 1 mM de 

EDTA. A mistura permaneceu em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente, para 

precipitação das proteínas e, em seguida, foi centrifugada por 5 minutos a 4.500 rpm. Foram 

retiradas amostras de 100 µL do sobrenadante, que foram adicionadas a 100 µL de tampão 

TRIS- HCl (25 mM) com EDTA (1 mM), pH 8,2 e 20 µL DTNB (10 mM) (5-5´-dithiobis- (2-

nitrobenzoic acid)). A absorbância foi monitorada em espectrofotômetro Infinite® M200 Pró – 

Tecan a 412 nm, imediatamente após 15 minutos de exposição ao DTNB. A concentração de 

GSH foi calculada pela equação:  

 

[GSH (mmol/L)] = (Absfinal - Absinicial) x 1,57 (mM) (ALLAMEH et al., 1997). 

 

2.3.6.5. Análise estatística do estresse oxidativo 

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-wilk e, de 

acordo com a distribuição dos dados (normal ou não). Foi então realizado o teste estatístico 

adequado, paramétrico (ANOVA/Dunnet) ou não paramétrico (Kruskal-wallis/ Dunn) 

 

3. Resultados 

 3.1. Teste do MTT  

 Os resultados referentes ao efeito citotóxico, avaliados pelo teste do MTT em células de 

mamífero (MCF-7), mostraram que as concentrações expostas por 24 horas de ao extrato de L. 

barbarum (05 g/L; 0,1 g/L; 0,15 g/L; 0,2 g/L; 0,4 g/L; 0,6 g/L), não foram citotóxicas, pois as 

células expostas a elas apresentaram uma viabilidade celular superior a 80 % (Figura 1). 

 



Artigo 3 ________________________________________________________________109 

 

 

 

  

 

             CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo. 

 

 3.2. Ensaio do cometa 

 Os níveis de danos primários no DNA de células MCF-7, expostas às diferentes 

concentrações do extrato de L. barbarum, foram avaliados pelo ensaio do cometa. Foi 

observado um aumento significativo do parâmetro intensidade da cauda do cometa, para todas 

as concentrações testadas, sugerindo um efeito genotóxico para o extrato deste fitoterápico 

(Tabela 1).   

 

 

 

            CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; MN: Micronúcleo; *p<0,05 estatisticamente significativo 

 

 3.3. Ensaio do micronúcleo com bloqueio de citocinese 

 Os efeitos mutagênicos das diferentes concentrações (0,2; 0,4 e 0,6 g/L) do extrato de 

L.barbarum foram avaliados pelas frequências de MN, brotos nucleares e pontes 

 CN CP 0,2 g/L 0,4 g/L 0,6 g/L 

Intensidade 

da cauda 
3,10 ± 0,57 51,13 ± 2,53* 34,03 ± 3,53* 31,3 ± 3,5* 10,8 ± 1,3* 

Viabilidade 

Celular 
99% 90% 93% 96% 95% 

Figura 1: Viabilidade celular, avaliada pelos testes de MTT em células MCF-7 expostas 

a diferentes concentrações do extrato de Lycium barbarum. 

 

Figura 1: Viabilidade celular, avaliada pelos testes de MTT em células MCF-7 expostas 

a diferentes concentrações do extrato de Lycium barbarum. 

Tabela 1: Resultados do ensaio do cometa, realizado com a linhagem celular MCF-7, após 

exposição das células a diferentes concentrações do extrato de Lycium barbarum 

 

Tabela 1: Resultados do ensaio do cometa, realizado com a linhagem celular MCF-7, após 

exposição das células a diferentes concentrações do extrato de Lycium barbarum 
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nucleoplasmáticas, presentes em células binucleadas da linhagem MCF-7. Os resultados 

demonstraram uma diminuição estatisticamente significativa dos parâmetros analisados, para 

todas as concentrações testadas do L. barbarum (Tabela 2), sugerindo um possível efeito 

protetor deste extrato para as células testadas. 

  

 

 

Tratamento  Broto  Ponte  MN   

CN  1,1 ± 0,23  0,2 ± 0,05  1,0 ± 0,18  

CP  4,1 ± 0,12*  0,9 ± 0,10*  2,4 ± 0,47*  

0,2 g/L  0,9 ± 0,12*  0,1 ± 0,08*  0,3 ± 0,10*  

0,4 g/L  0,6 ± 0,08*  0,1 ± 0,04*  0,2 ± 0,05*  

0,6 g/L  0,3 ± 0,08*  0,0 ± 0,08*  0,1 ± 0,06*   

 

  

3.3.1. Índice de Proliferação com Bloqueio de Citocinese (IPBC) 

 O IPBC, obtido nos ensaios que avaliaram o índice de proliferação celular, induzido 

pelo extrato de L. barbarum em as células MCF-7, não demonstraram nenhuma diferença 

significativa, quando comparados ao controle negativo (Figura 2).  

 

 

 

 
CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo. 

 

 

 

Tabela 2: Frequências de anormalidade nucleares e de micronúcleos (MN) observadas em        

células MCF-7, expostas a diferentes concentrações do extrato de L. barbarum 

 

Tabela 2: Frequências de anormalidade nucleares e de micronúcleos (MN) observadas em        

células MCF-7, expostas a diferentes concentrações do extrato de L. barbarum 

            CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; MN: Micronúcleo; *p<0,05 estatisticamente significativo 

          

 

 
            CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; MN: Micronúcleo; *p<0,05 estatisticamente significativo 

          

 

Figura 2: Efeito proliferativo observados em células da cultura celular MCF-7, 

expostas a diferentes concentrações do extrato de Lycium barbarum  

 

 

Figura 2: Efeito proliferativo observados em células da cultura celular MCF-7, 

expostas a diferentes concentrações do extrato de Lycium barbarum  
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 3.4. Avaliação do estresse oxidativo 

   Para investigar a influência dos extratos de L. barbarum sobre o mecanismo de defesa 

antioxidante das células MCF-7, foram quantificadas as atividades das enzimas SOD e GST, 

assim como os níveis de GSH e TBARS. Os resultados sugerem ausência de indução do estresse 

oxidativo, pois não houve diferença significativa para nenhum dos tratamentos realizados com 

as concentrações testadas do fitoterápico, quando comparadas com os resultados do CN (Figura 

3). 

 
Figura 3: Efeitos sobre os níveis de Glutationa Reduzida - GSH (A); Superóxido Dismutase - 

SOD (B); espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico - TBARS (C); Glutationa S-tranferase – GST 

(D), da cultura celular MCF-7 expostas, por 24 horas, a diferentes concentrações do extrato de 

Lycium barbarum. 

 

 
 

4. Discussão 

  Na literatura, ainda não existem dados publicados sobre o potencial genotóxico e 

mutagênico do extrato de L. barbarum para a linhagem celular MCF-7, nas concentrações 
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indicadas para uso diário. Sendo assim, o presente estudo traz dados inéditos sobre o efeito 

destas concentrações sobre esta linhagem celular.   

 Os resultados do teste do MTT demonstraram ausência de citotoxicidade para todas as 

concentrações testadas do goji berry. A escolha das concentrações 0,2 g/L; 0,4 g/L e 0,6 g/L, 

testadas sob as células MCF-7, por 24 horas (UHL HELMA; KNASMÜLLER, 1999), para 

avaliar o potencial genotóxico, mutagênico e indutor de estresse oxidativo do L. barbarum, foi 

baseada nas dosagens recomendadas para o uso diário deste fitoterápico. 

 Neste estudo, foi avaliado o potencial genotóxico do L. barbarum pelo ensaio do cometa, 

o qual exige, para maior confiabilidade dos resultados, testes prévios para estimar as 

concentrações que mantêm uma viabilidade celular maior que 80 % (ANDERSON; PLEWA, 

1998; TICE et al., 2000).  Assim, foram realizados ensaios prévios de viabilidade com azul de 

Trypan, que mostraram que todas as concentrações testadas apresentaram viabilidade celular 

superior a 90 %, o que possibilitou a realização do ensaio do cometa. 

 O ensaio do cometa é uma técnica fácil e sensível para detectar quebras de fita simples 

de DNA e sítios alcalilábeis em células individuais (COLLINS et al., 2008). Por isso, esta 

técnica é amplamente utilizada para avaliar, in vitro, a genotoxicidade de vários químicos, com 

diversos tipos celulares, normais ou transformadas, incluindo células humanas ou animais 

(DAUER et al., 2003).  

 Neste estudo, foi utilizado o parâmetro intensidade da cauda para avaliar os níveis de 

danos genotóxicos em células MCF-7, após exposição das mesmas nas concentrações de 0,2 

g/L; 0,4 g/L e 0,6 g/L de L. barbarum. Este parâmetro é, segundo Olive (1999) e Collins (2008), 

indicado para avaliação dos efeitos genotóxicos de xenobióticoss, por ser sensível na detecção 

de quebras de fita simples e de fita dupla do DNA. Os resultados de genotoxicidade dos 

tratamentos realizados com o goji berry foram estatisticamente diferentes em relação aos do 

CN, sendo todas as concentrações testadas genotóxicas para as células MCF-7. Este potencial 

indutor de quebras do DNA indica que o goji berry possui princípios ativos capazes de interagir 

com o material genético desta linhagem celular. 

 De uma forma geral, os mecanismos antitumorais registrados para quinonas (ASCHE, 

2005; OL’GA et al., 2011; FELIPE, 2014) podem estar relacionados com a interferência dessas 

substâncias no ciclo celular, na inibição da topoisomerase e na geração de espécies reativas de 

oxigênio. Estes danos podem ser detectados pelo ensaio do cometa, pois, segundo Tice et al. 

(1990), este teste é indicado para verificar danos induzidos no DNA por intercalantes (como as 

quinonas). Sendo assim, o ensaio do cometa foi aplicado para detectar lesões genômicas que 
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poderiam estar envolvidas com mutações genéticas (TICE et al. 2000), caso não fossem 

raparadas.  

 Nossos resultados de genotoxicidade do extrato de L. barbarum em células MCF-7 são 

corroborados pelas citações de He et al. (2012), que registraram, para a mesma linhagem 

celular, efeito antitumorigênico, derivado de quebras no DNA, que os autores atribuíram a 

efeitos de polissacarídeos ácidos presentes no wolfbery, um outro nome popular do goji berry. 

Wawruszak et al. (2015), verificaram, em testes in vitro, realizados com células de câncer de 

mama T47D, que o goji berry apresentou um potente efeito anticancerígeno, dado pela inibição 

da proliferação celular. 

 Sendo assim, podemos sugerir que os danos causados ao DNA, observados pelo ensaio 

do cometa, em células de câncer de mama humano (MCF-7), possam ser devido à ação 

antitumorogênica/anticancerígena das quinonas presentes no extrato de L. barbarum, pois as 

quinonas, frequentemente, apresentam efeitos antitumoral (ASCHE, 2005; OL’GA et al., 2011; 

FELIPE, 2014), citogenotóxicos (COSTA, 2012).  

 Vários componentes bioativos foram identificados em extratos de L. barbarum, como por 

exemplo carotenoides, polissacarídeos, ácidos fenólicos (flavonoides, quinonas e cumarinas), 

aminoácidos (betaína), β-sitosterol, oligoelementos, vitaminas, quinonas e outros componentes 

(AMAGASE & FARNSWORTH, 2011). 

 As quinonas são compostos orgânicos considerados produtos da oxidação de fenóis, 

pertencentes ao grupo de substâncias orgânicas semivoláteis, onipresentes na natureza. Elas 

possuem como principal característica estrutural, a presença de duas unidades carbonílicas 

(C=O) conjugadas com, pelo menos, duas ligações duplas, gerando assim, um sistema cíclico 

de seis membros, conhecido como unidade quinoide (EVANGELISTA et al., 2012; SIMÕES 

et al., 2016). 

 Estes compostos, classificados de acordo com o sistema aromático presente em sua 

estrutura (SELVA, 2010; FERREIRA, 2013), possuem vital importância para os organismos, 

incluindo nesses os seres humanos. As principais fontes biogênicas das quinonas são as folhas, 

galhos, raízes e frutos de vegetais superiores (MONKS et al., 1992; FERREIRA et al., 2010; 

SOUSA 2012). 

 Diversas atividades biológicas são relacionadas às quinonas, como a ação anti-

inflamatória (ALMEIDA et al., 1990; LAUBE et al., 2009; SANTOS, 2012); antifúngica 

(TANDON et al., 2010; ÍBIS et al., 2011) e antitumoral (ASCHE, 2005; OL’GA et al., 2011; 

FELIPE, 2014).  Esta última, entretanto, desperta interesse tanto farmacológico quanto 

toxicológico, uma vez que vários fármacos clinicamente importantes na terapia do câncer 
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contêm o núcleo quinona (como as antraciclinas, mitoxantrona e saintopina), apresentando 

excelente atividade anticâncer (FOYE, 1995; MONKS; JONES, 2002; ARAÚJO 2009; LU et 

al., 2013). Contudo, o mecanismo de ação antitumoral das quinonas ainda não está totalmente 

esclarecido, pois há vários modos de ação pelos quais elas exercem sua atividade, sendo 

desconhecido o mecanismo mais relevante para a indução de danos celulares (ASCHE, 2005; 

MARINHO FILHO, 2012; FARIAS, 2014). O seu principal alvo da ação citotóxica é o DNA, 

no qual algumas quinonas atuam como agentes intercalantes ou como inibidores de enzimas 

essenciais para a duplicação da molécula e biossíntese de nucleotídeos Também podem formar 

conjugados intermediários, os quais são poderosos agentes alquilantes (COSTA, 2012).  

Como o ensaio do cometa não detecta lesões especificas no DNA, realizamos uma 

investigação adicional, por meio do teste de MN com bloqueio de citocinese, uma vez que este 

teste é capaz de revelar a ação de agentes clastogênicos (promotores de quebras cromossomos) 

e aneugênicos (indutores de aneuploidia ou segregação cromossômica anormal) (MAC 

GREGOR et al.,1987). Além disso, o teste de MN com bloqueio de citocinese permite a 

avaliação de diversos parâmetros decorrentes de quebras e rearranjos cromossômicos, que 

persistem, pelo menos, por um ciclo mitótico (SCOLASTICI et al., 2008).   

A avaliação da presença de MNs é considerado o principal parâmetro de avaliação do 

teste de mutagenicidade. Essas estruturas são massas de cromatina com aparência de um 

pequeno núcleo, resultante da condensação de fragmentos acêntricos (ação clastogênica) ou de 

cromossomos inteiros (ação aneugênica), que se perderam durante o processo de divisão celular 

(AL-SABTI; METCALFE, 1995).  

 Outras estruturas observadas no teste do MN foram as pontes e os brotos nucleares. As 

análises realizadas no presente estudo revelaram uma diminuição significativa da presença 

dessas estruturas celulares, para todas as concentrações testadas do extrato de L. barbarum. 

Segundo Kammann et al. (2001), as lesões detectadas no cometa podem ser consideradas pré-

mutagênicas, pois estas são passíveis de reparo. Desta forma, podemos inferir que os danos 

genotóxicos observados no ensaio do cometa foram reparados. 

Há quatro hipóteses conjuntas sugeridas para a diminuição dos brotos e pontes observadas 

neste estudo. A primeira, consiste no aumento os níveis de GSH, detectados nos ensaios do 

estresse oxidativo. Mesmo esse aumento não se mostrando estatisticamente significativo, ele 

parece estar diretamente envolvido com o processo de detoxificação de xenobióticos. A GSH é 

um tripeptídeo sintetizado pelo organismo, a partir dos aminoácidos glutamato, cisteína e 

glicina, que exerce um importante papel na proteção celular (YOU; PARK, 2010; CRUZ, 

2016). A GSH liga-se covalentemente, pela ação enzimática da glutationa S- transferase (GST) 
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a diferentes tipos de drogas, resultando num complexo GSH-conjugado. Este complexo é 

eliminado para o meio extracelular, pela ATPase S-conjugado de GSH ou bomba GS-X, a qual 

está localizada na membrana plasmática (ROCHA, 2015).  Assim, o aumento nos níveis de 

GSH poderiam representar uma resposta adaptativa aos danos genotóxicos produzidos pela 

ação anticancerígena das quinonas presentes no extrato de L. barbarum, no sentido de proteger 

os organismos contra danos genéticos. Nossa hipótese baseia-se no aumento da GSH para 

intensificação da destoxificação celular, visando a eliminação do xenobiótico para o ambiente 

extracelular, por meio do efluxo da droga, impedindo, consequentemente, sua ação completa 

nesta célula. Assim, sugerimos uma possível resistência celular ao composto testado, pois 

vários trabalhos identificaram a correlação entre altos níveis intracelulares de GSH e resistência 

a diversos quimioterápicos que possuem quinonas em sua formulação, como as antraciclinas 

(NAVARINI, 2007; DE CARVALHO & LOCATELLI, 2012; ROCHA, 2015).  

 A segunda hipótese baseia-se na característica de resistência ao estresse oxidativo da 

linhagem MCF-7 (CHAU et al., 1998; SALUSTIANO et al., 2010). Dessa forma, também 

podemos sugerir que esta resistência conferiu uma citoproteção para estas células, uma vez que, 

impediu a fixação de danos e a apoptose celular, características estas do mecanismo de ação de 

muitos agentes anticancerígenos, relacionados com a produção de espécies oxidativas (ROS). 

 A terceira hipótese envolve o sistema de reparo celular. Após a indução do dano no DNA, 

as células detectam a injúria genotóxica e reduzem a velocidade da progressão do ciclo celular, 

para permitir que o reparo possa ocorrer  (BARTEK & LUKAS, 2007; ROSA, 2008). São 

desencadeados pontos de controle do ciclo celular que levam a inibição do ciclo celular e/ou da 

morte da célula (FARIAS, 2014). Entretanto, essa restrição do ciclo celular facilita a checagem 

bioquímica para o reparo do dano do DNA. (ELLEDGE, 1996; TANG et al., 2012). Assim, 

acreditamos que houve inibição do ciclo celular, o que permitiu a checagem mas eficiente das 

lesões e, consequentemente, ao reparo dos danos genotóxicos sofridos, efeitos esses também 

confirmados por alguns autores (MANSOUR et al., 1994; BRANDSTETTER, 2006; 

CAMPOREZ, ALMEIDA, MARÇAL, 2013).   

 Por fim, a quarta hipótese refere-se a mecanismos de resistência à quimioterápicos de 

células tumorais. Neste estudo, verificamos que houve um mecanismo de resistência das células 

MCF-7, que acreditamos ter sido dado pela ação antioxidante das mesmas. Pelos resultados 

obtidos nos ensaios realizados (genotoxicidade, mutagenicidade e de estresse oxidativos), 

pudemos observar que os efeitos genotóxicos induzidos pelo L. barbarum não foram eficazes 

para a fixação desses danos (sem efeito mutagênico) nem para a indução de morte celular, 

sendo, inclusive, benéfico para a promoção de reparo dos danos. 
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Em resumo, o presente trabalho mostrou, pelo ensaio do cometa, que os extratos de L. 

barbarum induziram danos no DNA de células de câncer de mama humano (MCF-7), 

corroborando com outros estudos que sugerem uma ação anticancerígena (MAO et al., 2011) 

para esse extrato vegetal. Entretanto, essas células tumorais mostraram resistência à fixação dos 

danos genotóxicos promovidos por este fitoterápicos, que não decorreram em eventos 

mutagênicos e tampouco para a morte celular. 

Frente aos resultados obtidos neste estudo, fica evidente a necessidade e a importância de 

mais pesquisas com esse fitoterápivo, que possam estimar o potencial fitoterápicos dos 

compostos desta planta. Nossos resultados reforçam as citações de Wawruszak et al. (2015), de 

que o L.barbarum apresenta um possível potencial quimipreventivo para o tratamento do câncer 

de mama. 

 

5. Conclusão 

Com base nos nossos resultados, podemos concluir que as concentrações testadas de L. 

barbarum, induziram efeitos genotóxicos, provavelmente devido a ação das quinonas sobre a 

linhagem celular de câncer de mama humano (MCF-7). Porém, os danos genotóxicos não se 

fixaram sob a forma de mutações nessas células. A genotoxicidade observada para o goji berry, 

sobre cultura de células MCF-7, pode ser um indicativo de um possível efeito quimiopreventivo 

contra o câncer de mama, pois o extrato desta planta induziu quebras no DNA de células 

originarias de adenocarcinoma marmário humano. Contudo, como nossos resultados foram 

obtidos sob sistema in vitro, não podemos extrapolar, diretamente, os efeitos observados nesta 

análise, para a espécie humana. 

O extrato de goji berry não induziu citotoxicidade e nem mutagenicidade em células da 

linhagem celular de mana MCF-7, resultado este que, se associados com outras investigações 

citogenotoxicológicas, realizadas por outros autores, pode inferir um possível efeito 

anticancerígeno para esse extrato. 

Nossos resultados contribuem para uma maior compreensão sobre o mecanismo de ação 

do extrato de L. barbarum sobre as células humanas, mas também apontam para uma 

necessidade de realização de mais estudos sobre os efeitos dessa planta, para que esta possa ser 

mais explorada quanto ao seu possível potencial fitoterápico e quimiopreventivo. 
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6 CONCLUSÕES GERAIS 

Por meio dos resultados obtidos nos ensaios in vitro e in vivo, realizados com 

concentrações indicadas para o uso diário de Lycium barbarum, pode-se concluir que: 

- O L. barbarum não apresentou potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico para 

a espécie A. cepa.  Entretanto, o nutracêutico apresentou um potencial antigenotóxico e 

animutagênico, com promissoras porcentagens de redução de danos (%RD), os quais podem 

ser atribuídas a sua constituição rica em diversos antioxidantes; 

-  Os ensaios realizados com células HepG2 mantida em cultura, não mostraram 

efeitos genotóxicos nem mutagênicos para o L. barbarum. Porém, foram observados efeitos 

antigenotóxicos e antimutagênicos, os quais podem ser associados aos resultados do ensaio do 

cometa e do MN, bem como ao aumento dos níveis de GSH registrados; 

- Os ensaios realizados com as células MCF-7 mantidas em cultura, indicaram um 

efeito genotóxico do L. barbarum. Contudo, pela ausência de efeito mutagênico desse 

fitoterápico sobre essas células, podemos concluir que esses danos genotóxicos observados não 

foram fixados nas células MCF-7.   

- As células MCF-7 foram mais sensíveis que as células HepG2 e como esta 

linhagem é não metabolizadora, podemos associar os efeitos observados aos próprios 

componentes do L. barbarum; 

- O ensaio do cometa e do MN, realizados em sistemas in vitro, demostraram ser 

eficientes e complementares nas avaliações genotóxicas, antigenotóxica, mutagênica e 

antimutagênica do fitoterápico estudado; 

-  Quanto o potencial oxidativo do L. barbarum, avaliado em ambas linhagens 

celulares (HepG2 e MCF-7), é possível inferir que o fitoterápico pode influenciar nos níveis de 

GSH. As atividades enzimáticas da SOD e GST e os níveis de TBARS não foram 

comprometidos, o que permite inferir ausência de indução de estresse oxidativo pelo extrato 

desta planta; 

-  A utilização de diferentes sistemas testes e biomarcadores contribuíram para uma 

análise 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 

farmacológicos dessa planta para uso como alimento funcional e na medicina. Portanto devem 

ser desenvolvidos outros tipos de ensaios (por exemplo, bioquímicos e fisiológicos) que possam 

completar as informações aqui apresentadas.
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