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APRESENTACAO

Farmacia e Biomedicina integram o time das ciéncias da saude que constituem
nas areas que estudam sobre a vida, a saude e a doenca. No qual focam na manutencéo
e na melhoria da saude para o individuo, grupos especificos e comunidades.

A obra “Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes” consiste de uma série de livro
(E-book) de publicagao da Atena Editora, em seus 28 capitulos de artigos cientificos
do volume I, a qual abordam tematicas atualizadas de diferentes ambitos que vao
desde relatos de casos até a analise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre
outros.

Sendo assim, almejamos que este livio possa contribuir com informagdes
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da area de farmacia e
biomedicina, oportunizando a ampliagdo dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Leticia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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CAPITULO 11

AVALIACAO DA CITOXIDADE, MUTAGENICIDADE

E TOXICIDADE DO EXTRATO ETANOLICO DOS
FRUTOS DO Lycium barbarum (GOJI BERRY) POR
METODOS Allium cepa EM CELULAS EUCARIONTES

Ogenya Rafaela Bispo de Souza
Francisca dos Santos
Manoel Pinheiro Lucio Neto

RESUMO: No Brasil a preferéncia dos
consumidores por plantas medicinais vem
crescendo, isso se deve ao baixo custo e
variacoes de férmulas preparatérias (MARTINS
et al. 2014). Pode-se dizer que tanto a
planta medicinal quanto os produtos de sua
biotransformacdo sao substancias presentes
em concentragcdes muito mais elevadas que
o normal, portanto, extremamente toxico.
Podendo ter efeitos n&do somente imediatos
mais efeitos que se instalam em longo prazo
e de forma com que o paciente ndo tenha
sintoma algum. Diante disso objetivou-se
avaliar os possiveis efeitos tdxicos, citotdxicos,
genotoxicos e mutagénicos do extrato etandlico
dos frutos de Lycium barbarum, através do
teste Allium cepa em células eucariontes, em
seguida analisou-se os dados no graph prisma
versao 5.0 com teste ANOVA (one-way) seguido
do teste de tukey. De acordo com os resultados
pode se constatar que o Lycium barbarum (Goji
berry ) em concentracdes elevadas como as
de 215 e 430 mg/mL apresentam genotoxidade,
toxicidade, citdxicidade e mutagénicas evidente.
Porém na dose de 107,5 mg/mL nao apresenta
toxicidade. Por tudo isso, verifica-se que é
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necessario estudos complementares, como
estudos ndo clinicos de seguranga no sentido
de confirmacé&o dos resultados e elucidacao dos
possiveis mecanismos geradores dos danos.
PALAVRAS- CHAVE: Lycium. barbarum. Goji.
berry. Toxicidade. Fitoterapia.

ABSTRACT:
consumers for
increasing, due to the low cost and variations of
preparatory formulas (MARTINS et al., 2014). It
can be said that both the medicinal plant and the
products of its biotransformation are substances
present in concentrations much higher than the

In Brazil, the preference of

medicinal plants has been

normal, therefore, extremely toxic. It may have
effects not only immediate but effects that settle
in the long term and so that the patient has no
symptoms at all. The objective of this study
was to evaluate the possible toxic, cytotoxic,
genotoxic and mutagenic effects of the ethanolic
extract of the fruits of Lycium barbarum by
means of the Allium cepa test in eukaryotic
cells, and then analyzed the data in graph prism
version 5.0 with ANOVA ( One-way) followed by
the tukey test. According to the results it can be
seen that Lycium barbarum (Goji berry) at high
concentrations such as 215 and 430 mg / mL
present evident genotoxicity, toxicity, cytotoxicity
and mutagenicity. However, at the dose of 107.5
mg / mL there is no toxicity. Therefore, it is
necessary to carry out complementary studies,
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such as non-clinical safety studies in order to confirm the results and elucidate the
possible mechanisms causing the damage.
KEYWORDS: Lycium. Barbarum Goji. Berry. Toxicity. Phytotherapy.

11 INTRODUCAO

Afitoterapia tem se tornado uma alternativa pela populagdo em maneira geral, por
suas propriedades de cura, sejam elas verdadeiras ou ritualisticas. AOMS (Organizagao
Mundial da Saude) estima que cerca de 80% da populacdo depende da medicina
tradicional para o tratamento de inUmeras patologias, desse modo o uso de plantas
e de outras fontes naturais com propriedades terapéuticas tem sido muito valorizado
pelo mundo inteiro devido a busca constante por habitos saudaveis e pela dificuldade
em tratamento de algumas doencas. No Brasil a expansdo da fitoterapia deve-se
aos efeitos adversos de medicamentos sintéticos. A preferéncia dos consumidores
por plantas medicinais vem crescendo, isso se deve ao baixo custo e variagdes de
formulas preparatérias, a validacao cientifica das propriedades farmacoldgicas de
fitofarmacos vem sendo estudada ao longo de suas utilizagbes (MARTINS et al. 2014)

O Lycium barbarum também conhecida como Goji Berry seu fruto é bastante
consumido por conta de suas propriedades medicinais e por seu potencial nutritivo,
deste modo possui elevado valor comercial. A Lycium barbarum pertence a familia
Solanaceae, cultivada abundantemente no Oriente e Mediterraneo. Quanto as suas
caracteristicas morfologicas trata-se de uma planta arbustiva, com folhas caducas
(CAVAZIM et al. 2014).

Segundo Martins et al (2014), no que diz respeito a composicéo seu fruto contém
um complexo rico em carotenodides, incluindo o betacaroteno, zeaxantina e a luteina,
taurina, grande quantidade de vitamina C e vitaminas B1, B2, B6, além de minerais
como K, Ca, Zn, Fe, Co, Mn, Se, Mg, oligoelementos, carotenoides antioxidantes
(betacaroteno e zeaxantinas).

De acordo com Cavazim et al (2014), recentemente bastante atencéao foi atraida
para o carotenoide contido no Goji berry e seus efeitos benéficos sobre a retinopatia,
degeneragcdo macular, e visdo. Além da atividade terapéutica no tratamento da
obesidade e diabetes, reducao do nivel de colesterol total, hepatoprotecéao e reducéao
da infertilidade.

Como o Goji Berry vem sendo utilizado por autocuidado e seus efeitos toxicos
nédo séo bem divulgados, faz-se necessario ensaios de avaliacdo dos possiveis efeitos
toxicos, citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos do extrato do fruto Lycium barbarum
com a intencdo de tracar um perfil de seguranga do seu uso popular.
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2| METODOLOGIA

2.1 Coleta do material botanico

Os frutos do Lycium barbarum foram adquiridos comercialmente em Teresina-
Pl, onde escolheu-se trés marcas diferentes totalizando 400 g de frutos secos, pois 0
intuito da pesquisa era estudar a toxicidade dos frutos.

Quanto aos organismos testes Allium cepa esses foram adquiridos 40 bulbos
comercialmente de supermercados em Teresina-Pl, que apresentavam-se com
catafilos externos brancos, mesmas origens, ndo germinados e saudaveis.

2.2 Preparo do extrato

Para a obtencdo do extrato etandlico dos frutos do Lycium barbarum, usou-se
uma proporcao de 1:6 p/v (1g do fruto seco para cada 6mL) de alcool etilico 70%.
Apéds a coleta o material botanico foi triturado em liquidificador convencional, pesado
em balan¢a semi analitica 396,2¢g) e acondicionado com o solvente extrator (2,530 mL)
a temperatura ambiente em frasco ambar com tampa rosqueada por sete dias, sendo
agitado periodicamente. Apos esse periodo, a solugao foi filtrada por filtracéo a vacuo e
em seguida concentrada em rotaevaporador sob pressao reduzida a uma temperatura
de 40 °C. Finalmente, o extrato foi armazenado sob temperatura ambiente, ao abrigo
da luz. O rendimento do extrato bruto foi de 28,4 g. O preparo do extrato foi adaptado
conforme o método de Silva (2011).

2.3 Condicoes de crescimento das raizes, concentracoes do ensaio e tratamentos

O teste Allium cepa foi realizado segundo descricdo de Fiskesjo (1985), com
algumas adaptagdes, conforme descrito por Mitteregger et al (2007). Cada grupo
experimental constou com o extrato aquoso dos frutos Lycium barbarum (Goji Berry)
nas concentracdes de 430, 215 e 107,5 mg/mL. Como controles negativo e positivo
foram utilizados, respectivamente, agua sem cloro e sulfato de cobre 0,0006 mg/mL.

Essas concentracdes foram escolhidas baseadas na utilizag&o de forma empirica
pela populacdo que é de 500mg/ml, com isso, foram analisadas concentracdes
semelhantes para possiveis deteccdes de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade.

Utilizou-se bulbos de cebolas da espécie Allium cepa (2n=16; diametro: 20 a 30
mm e peso: 5 a 10 g), com catafilos externos brancos, mesmas origens, ndo germinados
e saudaveis, estes foram mantidos em local livre de umidade e ao abrigo da luz. Antes
do teste, os catafilos externos secos foram removidos com bisturi, cuidando-se para
gue a area radicular ndo seja danificada. Em seguida, os bulbos foram postos em agua
de torneira por duas horas para que se reduza os efeitos de possiveis inibidores do
brotamento.

Cada experimento constou com 05 (cinco) bulbos. Cada solugéo foi distribuida
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em recipientes de vidro, previamente esterilizados, de capacidade de 10 mL e colocou-
se um bulbo em cada recipiente com a area radicular em contato com a solu¢éo, sendo
deixado para germinar a 18-22°C (KOVALCHUK et al., 1998). O volume de solugao
absorvido foi reposto diariamente, objetivando a manutengéo das raizes mergulhadas.
ApOs 72 horas de exposicao, as raizes foram medidas com o auxilio de régua sendo
desprezadas aquelas muito curtas ou muito longas, sendo o tamanho das raizes
utilizado como um indice de toxicidade. Ap6s a mensuracédo, foram cortadas, sendo
1,5a2,0 cm do apice das raizes, em um total de trés raizes por bulbo. Colocou-se em
solucao fixadora de Carnoy (etanol 99% &cido acético glacial- 3: 1 v/v) durante 24h e,
apos, em etanol 70%, conservando-se sob refrigeracao até o momento da preparacao
histol6gica das laminas. O teste foi conduzido em temperatura controlada de 20°C,
sobre bancada sem vibragbes e sem iluminagao direta (FESKEJO, 1985).

2.4 Preparo das laminas

Para o preparo das laminas, duas a trés raizes foram retiradas do etanol 70%,
lavadas em agua destilada (3 banhos de 5 min) e hidrolizadas em HCI 1N a 60°C por 8
minutos. Apds, transferiu-se as raizes para frascos escuros (ambar), contendo o reativo
de Schiff (fuccina basica/metabissulfio de sédio — 3:1 p/p), por aproximadamente 2
horas. Com a pinca e a lamina de bisturi, cortou-se a coifa (por¢ao apical da raiz)
aproximadamente 1 mm a 2 mm de comprimento, desprezando o restante da raiz.
Adicionou-se duas gotas de carmim acético 2% e deixou-se corar durante 10 minutos.
Logo em seguida as pontas das raizes foram transferidas para uma lamina e uma
laminula foi entdo colocada sobre alamina. Realizou-se entdo o squash (esmagamento)
com o dedo polegar, com razoavel pressao. O material preparado foi entdo levado
ao microscopio para observacao, e posteriormente fotografado para melhor e mais
eficiente leitura.

2.5 Analises toxica, citotoxica e mutagénica

Um total de 1000 células por cada bulbo foram examinadas ao microscopio
(objetiva de 100x com 6leo de imersao). Os seguintes parametros foram observados:
(a) indice mitético (IM) (1000 células por I1amina); (b) aberragdes cromossémicas (AC)
no ciclo mitético; e (c) presenca de micronucleo (MN) (2000 células por lamina). O IM
corresponde a relacdo do numero de células em divisdo e total de células observadas,
em porcentagem, sendo analisada a presenca de profase, metafase, anafase e
teléfase. Para a andlise de AC, varios tipos de aberragdes cromossémicas soltas e
fragmentos cromossdmicos em todas as fases do ciclo celular (préfase, metafase,
anafase e tel6fase), além de pontes e atrasos anafasicos, sendo que todos os registros
foram reunidos em uma sé categoria para possibilitar a avaliacdo das AC como um
unico “end point’.

A avaliacdo da toxicidade sera realizada pela medicdo do comprimento das
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raizes.
2.6 Local do Estudo

A pesquisa foi realizada no laboratério de Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade
Santo Agostinho (FSA), Instituicao de Ensino Superior na cidade de Teresina-Piaui, no
ano 2016 a Marcgo de 2017.

2.7 Amostra do Estudo

A amostra do estudo foram os frutos da planta Lycium barbarum (Goji Berry) que
€ uma planta semi-arbusta com folhas ovais e flores com pedunculo longo de cor rosa
com toque lilas pertencente a familia solanaceae, seus frutos sao ovais, vermelhos,
qgquando maduros com muitas sementes pequenas finas e amareladas. O extrato
aquoso dessas frutas (Goji Berry) foi a nossa amostra.

2.8 Amostragem do estudo

Segundo Cervo, 2007 amostragem é quando a pesquisa procura estabelecer
generalizagdes a partirde observagdes em grupos ou conjuntos de individuos chamados
de populagcédo ou universo. E amostragem é a coleta de dados de uma parte dessa
populacédo que selecionada segundo critérios que garantam sua representatividade.

A amostragem foi o extrato etandlico nas concentrac¢des de 430, 215 e 107,5 mg/
mL contendo 5 amostras para cada dose.

2.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi conduzida utilizando-se o programa graph prisma verséo
5.0, por meio de estatistica descritiva e ANOVA ndo paramétrica, com o teste de
Tukey, para multiplas comparagdes entre os grupos do sistema teste, com niveis de
significancias de *P<0,05, **P<0,001 e ***P< 0,0001.

2.10 Critérios de Inclusao e Exclusao

Para escolha das cebolas, foram utilizados como critérios de inclusao : os bulbos
de cebolas da espécie Allium cepa que apresentaram (2n=16; didmetro: 20 a 30 mm
e peso: 5 a 10 g), com catafilos externos brancos, mesmas origens, néo germinados e
saudaveis. E foram excluidas as cebolas que nao apresentaram essas caracteristicas.

Para escolha e inclusé&o das raizes, foi levado em consideracéo seu estado de
conservacgao, coloragao carateristicas e as colhidas nos dias das analises. foi excluido
qualquer outra parte da planta como: folha, caule ou flores; aparéncia estranha ou nao
com presenca de objetos estranhos ou nao.
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31 RESULTADOS

Células

Aberracées Cromossomicas .
micronucleadas

indice

mitético
(células em
divisao/1000) Pontes Fragmentos Atrasos Cromossomos | Frequéncia
Anafasicas | Cromossdmicos | Anafasicos Soltos Total (%)?

Comprimento
da raiz
(cm)

Grupo

(MN/1000)

Contrple 80,00 + 10.45 0,02 + 0,04 0,08 + 0,08 0,04+ 0,05 0,02 + 0,04 0,12 = 0,02 + 0,04
Negativo? 0,08

Con.trole 37,00 + 8,07 0,02 £ 0,04 0,06+ 0,05 0,02+ 0,04 0,48 £ 0,32* 0,96;: 0,48 £0,16*
PositivoP 0,52

GB 107,5 0,00 + 0,00 0,26 + 0,36 0,04 +0,03 0,13 +0,11 0,22 + 0,02 +0,04
mg/mL 0,14

GB 215 52,08 + 6,30 NO NO NO NO NO 0,34 +0,18
mg/mL

GB 430
mg/mL

0,66 + 0,25
0,32 +0,06™**
78,10 £ 3,41 0,60 +0,22
0,45 +0,11***

50,15 = 7,41 NO NO NO NO NO 0,19 +0,08 0,36 +0,03"**

Tabela 1. indice mitético, aberracdes cromossdmicas, micronucleos e comprimento das raizes
em espécimes de Allium cepa expostos, respectivamente, as concentracoes de 430; 215 e
107,5 mg/mL do extrato hidroalcodlico das sementes de Golgi berry.

aControle Negativo= agua sem cloro; ® Controle positivo= sulfato de cobre 0,0006 mg/mL; ¢ GB= Golgy berry; ¢
Incluindo pontes, fragmentos, cromossomos soltos e atrasos; NO = ndo observado;* Diferenca significativa em
relagédo ao controle negativo ao nivel de P<0,05; ** P<0,01 e *** P<0,001 (ANOVA).

4 | DISCUSSAO

Lycium barbarum (goji Berry) é utilizado na medicina popular com finalidade
terapéutica, sendo consumido na maioria das vezes, sem orientagao de um profissional
habilitado, o goji berry é utilizado principalmente como suplementos alimentares, chas,
ingestao de bagas in natura e mais recentemente consumo de comprimidos e capsula
para emagrecimento, devido a facilidade de acesso, os consumidores acabam por n&o
levar em conta possiveis riscos que a mesma pode causar, tais como efeitos colaterais
leves até toxicidade, mutagenicidade, citotoxicidade e genotoxicidade.

Diante disso, realizou-se o teste Allium cepa com o extrato etandlico do Lycium
barbarum, na concetracoes de 430,215 e 107,5 mg/mL, além do controle positivo sulfato
de cobre 0,0006 mg/mL e controle negativo agua sem cloro, para cada concentracao
haviam 5 organismos teste.

Como pode ser observado na Tabela 1 o controle positivo foi estatisticamente
diferente do controle negativo em relagéo ao indice mitético, comprovando que houve
toxicidade do controle positivo. O IM constitui um pardmetro importante para a avaliagao
da toxicidade celular de diversas substéncias, onde a citotoxicidade de determinado
agente quimico pode ser determinada pelo aumento ou pela diminuicao do IM. A
reducéao significativa do IM em relagdo ao controle negativo pode indicar alteracoes,
derivadas da acdo quimica do agente sobre o crescimento e desenvolvimento do
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organismo exposto (Hoshina, 2002). De acordo com Turkoglu (2008), a diminui¢cdo do
IM pode ser devida a uma inibigéo da sintese do DNA ou a um bloqueio da Fase G, do
ciclo celular, impedindo que a célula entre em diviséo celular

No teste realizado a analise do tamanho das raizes dos bulbos expostos foi
condizente com a inibicdo do IM, o que vem a constatar que o crescimento das raizes
sofre influencia direta da inibicdo do IM. Desta forma, tais parametros sugerem indicios
de toxicidade e citotoxicidade celular para o controle positivo (sulfato de cobre 0,0006
mg/mL) e para as doses de 215 e 430 mg/mL o que indica que tais doses interferem
no processo de sintese do DNA.

Para a dose de 107,5 mg/mL, n&o foi observado toxicidade, pois ndo apresentou
alteracdes significativas no comprimentos das raizes, nao se mostrou citotdxica por
gue nao houve altera¢des no indice mitotico.

Os resultados encontrados para as diferentes Aberracdes Cromossdmicas
(AC) estao expressos na Tabela 1. Nas analises, foram consideradas como AC:
cromossomos soltos e fragmentos cromossémicos em todas as fases do ciclo celular
(préfase, metafase, anafase e teléfase), além de pontes e atrasos anafasicos. Pontes
de cromossomo ou conexdes intercromatides séo formadas por fibras de cromatina
que unem cromatides irmas na metafase e as mantém juntas até a anafase ou
teléfase. (Liu et al., 1996). Cromossomo em atraso sao resultantes de uma falha no
deslocamento para um dos pélos da célula. Cromossomos soltos podem ser resultado
de cromossomos inteiros, com origem aneugénica, que permaneceram COmMO
retardatarios. Fragmentos podem ser oriundos da acdao de agentes quimicos que
induzem quebras cromossdmicas (clastogénicos) e suainterferéncia nos cromossomos
esta associada a quebras na molécula de DNA. (Turkoglu, 2008).

O teste revelou diferencas estatisticas das concentracbes de 215 e 430 mg/
mL em relacdo ao controle negativo, demostrando inibicdo do indice mitotico e do
crescimento das raizes. Nessas concentracdes nao foi possivel a analise da frequéncia
de aberragbes cromossémicas, uma vez que elas foram extremamente tdxicas e
citotdxicas, de forma a inibir o ciclo celular e impossibilitar a ocorréncia de ACs, ou
seja em todos os parametros avaliados foi evidenciado diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao controle negativo, sendo considerado essa concetracoes
genotoxicas, toxicas e citotoxicas e mutagénicas.

Aandlise dafrequéncia de aberracbes mitdticas tem se destacado como marcador
de danos ao material genético mais utilizado em A. cepa. A presenca dessas alteracoes
celulares néao significa obrigatoriamente a ocorréncia de danos permanentes na célula,
uma vez que podem ser alvo de sistemas enzimaticos que garantem a integridade
do genoma da célula. Ja os micronucleos, que também sdo alteragcées que ocorrem
na composicdo cromossdmica da célula, sédo posteriores a acdo dos mecanismos
de protecdo do genoma celular e tém, portanto, caréater irreversivel (Leme e Marin-
Morales, 2009 e Ma et al., 1995).

A formagcdo de micronucleos é extensivamente usada em epidemiologia
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molecular como um biomarcador de danos nos cromossomos, instabilidade genética
e eventualmente risco de cancer. A ocorréncia dos micronucleos representa uma
resposta integrada de instabilidade de cromossomos, fenétipos e alteracdes celulares
causadas podem defeitos genéticos e ou exposicao exdgena a agentes genotoxicos,
refletindo inimeras alteracdes cromossOmicas importantes para a carcinogénese.
(Fenech, 2000 e Fenech, 2006).

Ainda em relagcéo as aberracées cromossomicas na dose de 107,5 mg/mL n&o
houve diferenca estatisticas dos cromossomos soltos e freqiéncia total ndo tendo um
indicando de genotoxicidade, a ndo formag&o de micronucleos confirmou que néo se
tratava de uma concentragdo com carater mutagénico.

Dessa forma, o sistema de teste Allium cepa revelou citotoxicidade para as
doses de 215 e 430 mg/mL (P<0,0001), onde a inibicao do IM foi tdo evidente que
impossibilitou a visualizacdo de ACs, e mutagénicidade. Para a dose de 107,5 mg/mL
nao observou-se aumento nas frequéncias de ACs e MNs, ou seja, em nenhum dos
parametros avaliados a concentracéo de 107,5 mg/mL apresentou diferenca estatistica
em relagdo ao controle negativo.

Deste modo fica evidente que, quanto maior a dosagem utilizada do extrato, mais
efeitos toxicos o organismo sofre, sendo assim o Lycium barbarum pode trazer efeitos
indesejaveis quando utilizado de forma inadequada, ou seja em altas dosagem e sem
auxilio de um profissional de saude habilitado.

Por tudo isso, verifica-se que € necessario estudos complementares, como
estudos néao clinicos de seguranca sao eles estudos de toxicidade de dose Unica
(Aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, tolerancia local
e carcinogenicidade além de estudos de interesse na avaliagdo da seguranca
toxicocinética (Administracéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo — ADME) no
sentido de confirmacédo dos resultados e elucidacdo dos possiveis mecanismos
geradores dos danos.

51 CONCLUSAO

De acordo com os resultados pode se constatar que o Lycium barbarum (goji berry)
em concentragoes elevadas como as de 215 e 430 mg/mL apresentam genotoxidade,
toxicidade, citoxicidade e mutagénicas evidente. Porém na dose de 107,5 mg/mL nao
apresenta toxicidade. Nessas condicoes, verifica-se que o Goji Berry s6 demonstra
toxicidade em altas concentragbes, porém alguns estudos complementares tornam-
se viaveis, no sentido de confirmagdo dos resultados e elucidacdo dos possiveis
causadores dos danos.
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