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A presente pesquisa objetivou avaliar o potencial citotdxico e genotoxico de produtos
farmacéuticos do fruto goji berry em células meristematicas de raizes de A. cepa, nos tempos
de exposicdo de 24 e 48 horas. Os produtos farmacéuticos em po foram oriundos de trés
laboratdrios, denominados de A, B e C, onde A foi avaliado nas concentragdes 0,012; 0,025 e
0,05 g/mL, e B e C nas concentra¢Bes 0,02; 0,04 e 0,08 g/mL. Avaliou-se também o cha da
fruta goji Berry in natura, nas concentragdes 0,035; 0,07 e 0,14 g/mL. A partir dos resultados
obtidos, verificou-se que o cha nas concentracfes avaliadas, nos dois tempos de exposicédo
estabelecidos, ndo ocasionou inibicdo da divisdo celular e nem alteracGes celulares aos
meristemas de raizes, corroborando a resultados de avaliacdo de toxicidade desta fruta
presente na literatura cientifica. Diferentemente, para os goji industrializados todas as
concentracdes analisadas de A, B e C, causaram efeito antiproliferativo significativo aos
tecidos avaliados logo no menor tempo de analise considerado. Portanto, nas condi¢cfes de
andlises estabelecidas, os produtos farmacéuticos de goji foram citotoxicos ao bioensaio
utilizado por terem acarretado relevante instabilidade genética aos meristemas de raizes. Estes
resultados sdo importantes uma vez que ndo existem, até o momento, trabalhos de avaliacéo

de toxicidade do goji berry comercializado na forma industrializada.

PALAVRAS-CHAVE: Lycium barbarum L., produto farmacéutico natural, divisao celular,

tecido meristematico.

ABSTRACT



The aim of the present study was to evaluate the cytotoxic and genotoxic potential of goji
berry fruit pharmaceutical products from three pharmaceutical laboratories, known as A, in
meristematic roots of A. cepa at exposure times of 24 and 48 hours. , B and C, where A was
evaluated at concentrations of 0.012; 0.025 and 0.05 g / mL, and B and C at concentrations
0.02; 0.04 and 0.08 g / ml. Goji berry fruit tea in natura was also evaluated at concentrations
of 0.035; 0.07 and 0.14 g / ml. From the obtained results, it was verified that the tea in the
evaluated concentrations, in the two established exposure times, did not cause inhibition of
the cellular division and nor cellular alterations to the meristems of roots, corroborating the
results of evaluation of toxicity of this fruit present in the literature Scientific basis. In
contrast, for the industrialized goji all analyzed concentrations of A, B and C, caused
significant antiproliferative effect to the tissues evaluated at the shortest analysis time.
Therefore, under the conditions of established analyzes, goji pharmaceuticals were cytotoxic
to the bioassay used because they caused significant genetic instability to the root meristems.
These results are important since, to date, there are no goji berry toxicity marketed

commercialized in the industrialized form.

KEY WORDS: Lycium barbarum L., natural pharmaceutical, cell division, meristematic

tissue.
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1 INTRODUCAO

A Lycium barbarum L., popularmente conhecida como goji berry ou goji, € uma
solenécea arbustiva, de dois a quatro metros de altura, amplamente cultivada na China e no
Himalaia. Seus frutos, também habitualmente denominados de goji berry e goji, s&o
exportados para todos o0s continentes como especiarias e, principalmente, para fins
medicinais, em razdo de conterem altas concentracdes de flavonodides e apresentarem
relevante potencial antioxidante. Também séo fontes de um anadlogo do &cido ascérbico, o 2-
O-B-D-Glucopiranosilico ou AA2BG, bem como, do carotendide zeaxatina (SILVA e
DEGASPARI, 2016) e de polissacarideos, que se mostram eficientes antioxidantes,
hipoglicémicos e ansioliticos (AMAGASE e FARNSWORTH, 2011; SILVA e DEGASPARI,
2016). Além disso, desde o inicio desta década, os frutos goji tém sido prescritos por médicos
e nutricionistas, e, por conseguinte, amplamente comercializados em drogarias de todo o
mundo, na forma de produto farmacéutico natural em po6 industrializado, como um
suplemento potente na reducéo e controle do peso (FERREIRA et al., 2013).

Durante a industrializacdo, produtos farmacéuticos de uso interno, como o goji em po,
durante a industrializacdo sdo aditivados por compostos quimicos excipientes, que Sao
microingredientes inativos destituidos de atividades terapéuticas e adicionados
intencionalmente. Estes ingredientes sdo acrescentados com a finalidade, entre outras
caracteristicas, de tornar tais produtos palataveis e protegidos da acdo de microrganismos
indesejaveis (ARAUJO e BORIN, 2012; VASCONCELOS et al., 2012). Dentre os aditivos
excipientes extensivamente utilizados pelos laboratorios farmacéuticos estdo os conservantes,
corantes, aromatizantes, edulcorantes, espessantes, emulsificantes e estabilizantes
(BALBIANI ET AL., 2006; ARAUJO e BORIN, 2012).

A Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em seus regulamentos técnicos, declara
que os aditivos de acdo aromatizante, edulcorantes, antiumectante e acidulantes, apesar de
liberados para uso, suscitam uma série de duvidas quanto aos seus potenciais efeitos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos. Destaca ainda, a relevancia e preméncia na realizacao
de pesquisas que avaliem os efeitos citotoxicos e genotdxicos de produtos aditivados com
microingredientes artificiais. (BRASIL, 1996; BRASIL, 2007). De acordo com Konishiet al.
(2013), Moura et al. (2016), Carvalho et al. (2016), Bezerra et al. (2016) Sales et al. (2017), os
efeitos adversos observados a partir de avaliagdes de toxicidade sdo de grande relevancia,
uma vez que, sdo importantes parametros na elaboracdo e/ou modifica¢do de documentos que

normatizam o uso de excipientes pelas industrias.
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Contudo, em uma ampla busca na literatura cientifica, verificou-se que ndo ha, até o
momento, estudos de avaliacdo de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade dos frutos
Goji Berry comercializado em p6 na forma industrializada. Ao contrario, para o fruto goji in
natura encontrou-se estudos de avaliacdo de seu potencial toxico em nivel celular, como o
trabalho de Nascimento et al. (2016) que avaliaram a toxicidade deste fruto, por meio dos
testes in vivo de microndcleos e cometa, utilizando células de colon de ratos Wistar e
verificaram que o extrato aquoso de goji ndo foi citotoxico e nem genotdxico aos sistemas
testes utilizados. Ademais, Yang et al. (2015) e Potterat(2010) verificaram que o cha do fruto
goji ndo alterou a divisdo celular e foi antigenotdxico a linhagens celulares normais.

Dessa forma, torna-se relevante avaliar, por meio de bioensaios de avaliagédo de
toxicidade adequados, a citotoxicidade e genotoxicidade do fruto em pd aditivado por
compostos excipientes, no intuito de verificar se este tem potencial toxico significativamente
diferente da sua forma in natura. Avaliagdes como estas sdo importantes visto que poderdo
contribuir para o0 consumo seguro e eficaz destes produtos industrializados pela populagéo.

Os bioensaios vegetais sdo considerados apropriadamente sensiveis e simples no
monitoramento dos efeitos toxicos em nivel celular de compostos quimicos (CARITA e
MARIN-MORALES, 2008; CAMPOS-VENTURA e MARIN-MORALES, 2016). Dentre
eles, os meristemas de raizes de Allium cepa L. (cebola) sdo considerados no meio cientifico
um eficiente bioensaio para o screnniginicial da toxicidade genética de compostos quimicos
em razdo de apresentarem numero cromossdmico reduzido (2n=16), o que favorece a
deteccdo de alteracbes de fuso mitdtico ou aneugénicas, e de disturbios no indice proliferacao
celular (NEVES et al., 2014; BIANCHI et al., 2015).

E um bioensaio aceito internacionalmente por agencias de pesquisa como um
instrumento de avaliacdo de acurada sensibilidade para andlise da citotoxicidade e
genotoxicidade de substancia de interesse, uma vez que, os resultados obtidos por intermédio
dele demonstram, em grande parte das vezes, similaridade satisfatoria a aqueles obtidos via
sistemas testes animal e em culturas de células (HERREROET al., 2011; LACERDA et al.,
2014; TABREZ et al.,, 2011; BIANCHI et al., 2015; CAMPOS-VENTURA; MARIN-
MORALES, 2016; MOURA et al., 2016, SANTANA et al., 2016). Como exemplo pode-se
citar os trabalhos realizados por Gomes et al. (2013) e Oliveira et al. (2013) que avaliaram em
células meristematicas de raizes de A. cepa o potencial toxico de microingredientes corantes
sintéticos utilizados na industria de alimentos e farmacéutica e obtiveram resultados

semelhantes aos obtidos em sistemas testes animais e com culturas de células.
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Nesse contexto, objetivou-se no presente estudo avaliar, em células meristematicas de
raizes de A. cepa, a citotoxicidade e genotoxicidade de produtos farmacéuticos naturais do
fruto goji berry em po, procedentes de trés diferentes laboratorios farmacéuticos de relevante
atuacdo no comércio de medicamentos brasileiro e internacional. Também realizou-se a
avaliacdo do ché de goji in natura com o propdsito de comparar os resultados obtidos com 0s
dados observados para forma industrializada considerando 0 mesmo sistema teste.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Diversas espécies vegetais possuem propriedades terapéuticas, sendo que estas
representam a principal matéria utilizada pelas chamadas medicinas tradicionais. Sendo
assim, o uso de plantas medicinais representa um importante fator para a conservagdo das
condicBes de salde das pessoas (IBIAPINA, 2014). Partes da planta como raiz, caule, folha e
frutos podem prover substancias ativas que serdo utilizadas na obtencdo de um medicamento
(ROSA et al. 2012).

O uso de produtos naturais, particularmente da flora, com fins medicinais, surgiu
praticamente com a humanidade. Ha indicativos do uso de plantas medicinais e toxicas nas
civilizacbes mais antigas, sendo considerada uma das praticas mais remotas utilizadas pelo
homem para cura, prevencdo e tratamento de doencas, servindo assim, como importante fonte
de compostos biologicamente ativos (ANDRADE; CARDOSO; BASTOS, 2007).

O aumento do consumo de produtos naturais, ricos em nutrientes e compostos
bioativos, aumentou nas ultimas décadas, em virtude dos efeitos positivos para a salde
humana, sendo que o0s vegetais sdo considerados fontes ricas de alguns micronutrientes
essenciais e fibras dietéticas e mais recentemente foram reconhecidos como importantes
fontes de uma grande variedade de fitoquimicos que individualmente ou em combinacdo
podem promover beneficios a satide (HERVERT-HERNANDEZ et al., 2011).

O interesse por produtos naturais surgiu principalmente devido as populacbes
acreditarem que estes medicamentos sdo isentos ou possuem poucos efeitos colaterais, e que
sdo visivelmente eficazes nos casos onde a medicina tradicional ndo alcangou resultados
esperados, o que nem sempre € confirmado pelas pesquisas cientificas que avaliam a eficacia e
a seguranca assim também como a garantia de qualidade na producdo (CALIXTO, 2000).

Um tipo de vegetal que esta sendo muito utilizado nos dias de hoje na forma de
medicamento, é o goji berry (Lycium barbarum L.), uma planta da familia Solanacea
encontrada na China e em regides do Himalaia, disposta no topo da tabela dos 8000 alimentos
medicinais (ZHANG et al., 2013). Sdo conhecidas cerca de 90 espécies do género Lycium
(SEEL; MURRIEL, 2009), porém cerca de 90% de todo fruto comercializado é de Lycium
barbarum, seguido da espécie do fruto da espécie Lycium chinense (ZHONG; SHAHIDI;
NACZK, 2012).

A L. barbarum L. possui muitos nomes populares, contudo os mais utilizados séo
“woltberry”, “gouqizi”, “fructuslycii” e “goji berry”. Seu nome botanico surgiu em 1753 pelo

botanico sueco Carolus Linnaeu. Esta planta pode chegar até 3 metros de altura, suas folhas
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séo verdes e cinzas (AMAGASE & FARNSWORTH, 2011) e seus frutos possuem de 1 a 2
cm de comprimento, de coloracdo vermelho-alaranjado, s&o brilhantes e com formato
elipsoide (DONNO et al., 2014).0 goji berry apresenta a importante propriedade de conter
compostos do tipo flavonoides em sua constituicdo, que sdo caracterizados por serem
pigmentos encontrados em frutas e vegetais, que protegem o organismo humano contra danos
oxidativos. As fontes mais significativas de flavonoides, que representa cerca de 30%, estdo
disponiveis e com maior concentracio na polpa das frutas (FLOREZ-MARTINEZ et al.,
2002).

Este fruto tem a capacidade de absorver radicais livres e possui um excelente conteudo
nutritivo. Proveitosamente vem sendo usada na prevencdo de diversas doencas e como
medicina alternativa nos tratamentos médicos. Estudos antigos da China mostram suas varias
vantagens para a salde, citando desde a sua renovacdo da vitalidade e longevidade até o
fortalecimento e restauracdo de 6rgdos importantes como o figado e rins. Seus polissacarideos
podem ainda bloquear o ciclo celular de tumores hepaticos devido a sua propriedade
antioxidante e aumentar o calcio intracelular nos seus sistemas apoptéticos, combate também
a infertilidade masculina, diminuicdo das taxas de glicose e colesterol intracelular, seus
efeitos protetores parecem depender principalmente da sua agdo antioxidante (ZHANG et al.,
2013).

O goji berry é um vegetal rico em vitaminas e minerais que protegem o sistema
nervoso central, diminui o risco de glaucoma e tem atividade antitumoral, previne varias
doencas crbnicas como hipercolesterolemia, hepatite entre outras, também ajuda na reducéo
da fadiga e maior resisténcia no exercicio fisico, sendo um forte aliado na prevencdo do
envelhecimento (AMAGASE, 2008; MAGALHAES, 2013).

Outra enorme descoberta do amplo potencial medicinal da fruta de goji foram as
aplicacBes terapéuticas no tratamento da obesidade e diabetes. Extratos de polissacarideos
brutos e fracdes dos mesmos quando purificados reduziram drasticamente o nivel de
colesterol total e triglicerideo, aumentando o nivel de HDL em diabéticos. Com isso as bagas,
que sdo os frutos do Goji, possuem claramente efeito hipoglicemiante, além de diminuir o
peso corporal e diminuir niveis de insulina plasmatica. Estudos mostram que este efeito pode
ser mediado pelo aumento do nivel da superficie da célula de GLU-4 (é um transportador
insulino-sensivel e promove a captacao de glicose nos tecidos adiposo e muscular esquelético)
(DEVALARAJA, 2011).

Como metodologia padrdo, durante a industrializacdo de farmacos, sdo adicionados

compostos quimicos excipientes ou ingredientes inativos que sdo substancias destituidas de
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poder terapéutico, usadas para assegurar a estabilidade e as propriedades fisico-quimicas e
organolépticas dos produtos farmacéuticos (BALBANI, 2006). Tais produtos raras vezes sdo
administrados isoladamente e geralmente fazem parte de uma formulacdo combinada com um
ou mais agentes ndo farmacoldgicos com finalidades de solubilizar, emulsificar, conservar,
colorir, suspender, espessar, diluir,flavorizar, enfim,facilitar a obtengdo de formas
farmacéuticas estaveis, eficazes e atraentes, sendo que o uso seletivo desses excipientes
farmacéuticos, resultam em formas farmacéuticas distintas. Os excipientes sdo adicionados as
formulacGes também, com a finalidade de melhorar e possibilitar sua acdo terapéutica,
podendo atuar permitindo a mudanca fisico-quimica dos farmacos, como por exemplo,
aumentando a solubilidade (ANSEL et al.,2000).

Os excipientes sdo materiais quimicamente heterogéneos, podendo ser moléculas
muito simples ou misturas de complexos naturais, sintéticos ou semi-sintéticos (BALDRICK,
2000; PIFFERI, 2003). Segundo Balbani (2006), os excipientes para uso interno podem ser de
varios tipos como: conservantes, corantes, aromatizantes, edulcorantes, espessantes,
emulsificantes, estabilizante, antioxidantes, entre outros.

Os conservantes sdo substancias quimicas a qual tem como principal funcédo inibir o
crescimento de microrganismos, aumentando assim a conservagdo de um determinado
produto, evitando deterioragcdes causadas por bactérias, fungos e leveduras, estes podem ter
atividade fungistatica e/ou bacteriostatica. O processo de escolha do conservante é muito
importante, sendo que o primeiro aspecto a ser considerado é a regulamentacdo do uso de
substancias de acdo conservantes permitidas, uma vez que é de carater eliminatério.
(HAYWOOD e GLASS, 2011). Dentre os conservantes, tém-se os parabenos (metilparabeno
e propilparabeno, por exemplo), que sdo utilizados tanto pela indlstria farmacéutica, como
alimenticia e de cosméticos desde a década de 1920. Os parabenos sdo antimicrobianos de
largo espectros, inodoros, incolores, hidrossollveis e insipidos, que diante destas
caracteristicas sdo amplamente aplicados na formulacdo de farmacos com concentracdes
variaveis, porém dificilmente excedem 1% (SONI, 2001).

A coloracgdo € uma das caracteristicas essenciais para o consumo de produtos, uma vez
gue é através da visao que se estimulam todos os outros 6rgaos sensoriais. Produtos coloridos
e atrativos estimulam a sua ingestdo e os corantes sdo fundamentais para a promoc¢éo desse
consumo. A seguranca, aparéncia e caracteristicas sensoriais dos produtos,
independentemente da sua origem, sdo todas afetadas pela cor. Dentre as taticas das indUstrias
para o enriquecimento e favorecimento do produto processado, o corante exerce um efeito

estimulante no desejo de consumo (HAYWOOD e GLASS, 2011). Sendo assim, 0s corantes
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tém como principal fungdo, melhorar a aparéncia dos medicamentos e estes podem ser
inorganicos ou organicos, naturais ou artificiais. Sdo exemplos de corantes inorganicos, o
didxido de titanio e oxidos de ferro. Os corantes naturais sdo derivados de plantas ou animais
e os corantes artificiais sdo sintetizados em laboratério (LUCAS, 2001). A partir das
caracteristicas de solubilidade, os corantes podem ser classificados em solUveis e insolaveis,
que por sua vez, se subdividem em dois grupos: os pigmentos, que sdo por si sO insollveis na
agua, e as lacas, que resultam de moléculas hidrossolUveis tornadas insoluveis apés adicdo de
compostos de aluminio ou calcio (PRISTA, 2002). Os corantes podem ser ainda inorganicos
ou organicos, naturais ou artificiais, como exemplos de corantes inorgénicos é possivel citar o
dioxido de titanio e dxidos de ferro. Os corantes naturais sdo derivados de plantas ou animais
e os corantes artificiais sdo sintetizados em laboratério (BALBANI, 2006).

Os edulcorantes ou adogantes sdo substancias empregadas para ajustar o gosto de um
preparado, citando-se, entre elas, diversos agucares mais ou menos energético. Como exemplo
de edulcorantes ndo energéticos tem-se a sacarina ou o sacarinato de sédio, o aspartamo, 0s
ciclamatos de sodio e de célcio, etc. (PRISTA, 2002).0s edulcorantes mais usados pela
industria farmacéutica sdo a sacarose (agucar), seus substitutos artificiais (sacarina sodica,
ciclamato de sodio e aspartame) e o sorbitol. A sacarose pode agir como conservante e
antioxidante, tem baixo custo, ndo deixa gosto residual, além de melhorar a viscosidade dos
medicamentos liquidos. Porém existem algumas desvantagens em rela¢do ao seu uso, como a
cristalizacdo durante a estocagem do medicamento e a restricdo ao uso por pacientes
diabéticos. (BALBANI, 2006).

Aromatizantes ou flavorizantes, sdo elementos usados para melhorar o sabor dos
medicamentos, tem-se como exemplo de aromatizante o acetato de benzila. A sua utilizacao é
geralmente complementar da dos edulcorantes, empregando-se diversas esséncias, como as de
laranja, limdo, cereja, horteld, etc. A aplicacdo destas esséncias, é feita sob a forma liquida,
absorvendo-se em substancias adequadas, mas podendo, também, utilizar-se sob uma forma
puverulenta conseguida por atomizagdo (PRISTA, 2002). Os flavorizantes podem ser naturais,
como os 6leos essenciais extraidos de plantas e sabores naturais de frutas ou artificiais como
os alcoois aromaéticos, aldeidos, balsamos, fendis, terpenos, etc. As reacdes adversas aos
flavorizantes sdo muito raras, uma vez que esses compostos quimicos sdo empregados em
concentragfes minimas nos medicamentos (BALBANI, 2006).

Antioxidantes sdo substancias empregadas na industria farmacéutica e de alimentos
para impedir que os produtos sofram processos oxidativos e, assim, impedem que percam sua

funcdo. Nos medicamentos, esses compostos impedem ou retardam a oxidagdo do farmaco e
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até de outros excipientes (KALASZ; ANTAL, 2006; TEUBER, 2006). Os antioxidantes
podem ser classificados de acordo com o mecanismo de acdo, em primarios, sinergistas(que
se ligam ao oxigénio), agentes quelantes e antioxidantes mistos. Polifenois, butil-
hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT) séo exemplos de antioxidantes primarios e
0s sinergistas sdo0 compostos que aumentam a atividade dos antioxidantes primarios. Alguns
acidos organicos, como o acido ascorbico, atuam sequestrando o oxigénio presente do meio,
por meio de reagdes quimicas estaveis e, assim, tornando-o indisponivel para as reacdes de
autoxidacdo. As substancias quelantes, que formam complexos com metais, como o acido
etilenodiaminotetra-acético (EDTA), agem como antioxidantes por retirarem do meio 0s
metais, como o ferro, que catalisam reagdes de oxidacdo lipidica (RAMALHO; JORGE,
2006).

As substancias que sdo utilizadas como excipientes devem oferecer as caracteristicas
exigidas pela sua funcdo, mas como acontece com qualquer substancia administrada, devem
corresponder também aos requisitos de seguranca que sdo exigidos. Antigamente a
importancia de se avaliar os possiveis efeitos adversos dos excipientes foi subestimada, pois
somente sua inocuidade e inércia eram consideradas como garantidas. A toxicidade dos
excipientes farmacéuticos nao é simples por varias razGes, dentre as quais, 0 grande ndmero
de substancias existentes no mercado e a diversidade dos seus perfis quimicos, das suas
funcdes técnicas, das suas fontes e da presenca de produtos secundarios ou de impurezas, que
podem ser as causas verdadeiras de efeitos adversos (VILLANOVA e SA, 2010; GARCIA-
ARIETA, 2014). Existe atualmente, um forte debate em relagcdo a seguranca dos conservantes
quimicos, quanto ao seu consumo, uma vez gque sdo associados com processos carcinogénicos
e teratogénicos, além da toxicidade residual (MOREIRA et al., 2005; ORTEGA-RAMIREZ et
al., 2014).

Sendo assim, € necessario que estas substancias sintéticas farmacoldgicas antes de
chegarem ao comércio, passem por um processo de investigacdo quanto ao nivel de riscos que
possam vir a apresentar. Ao longo dos anos varios modelos de testes vém sendo
desenvolvidos, como métodos de avaliacdo, estes podem detectar o potencial risco citotoxico /
genotoxico no organismo, onde a citotoxicida é basicamente medida pela taxa de crescimento
celular e pode ser observada microscopicamente (FIGUEREDO, 2014), como por exemplo, 0
sistema teste vegetal de Allium cepa, que € um otimo bioindicador de genotoxicidade de
plantas medicinais, devido seu baixo custo, a sua confiabilidade, e concordancia com outros
testes de genotoxicidade, ajudando assim os estudos de prevencdo de agravos a salde humana
(BAGATINI, et al. 2007).
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Segundo Longhin (2008), os testes com Allium cepa s&o muito usados, uma vez que
sdo considerados também eficientes e rapidos, além disso, o Allium cepa é acatado como um
vegetal superior sendo muito utilizada por pesquisadores em ensaios toxicolégicos por meio
de avaliacdo de parametros macroscopicos com alteracfes de formato, deformidade da raiz e
cor. Outro motivo deste sistema teste ser bem aceito para o estudo de efeitos de citotoxicidade
de plantas medicinais é o fato de suas raizes ficam em contato direto com a substancia testada,
admitindo a avaliacdo de concentracOes diferentes (Vicentini et al., 2001).

Com isso, a fim de se determinarem o0s possiveis efeitos nocivos de um aditivo
quimico ou dos seus derivados, o aditivo deve ser submetido a ensaios e a uma avalia¢do de
toxidade adequada. Todos os tipos de aditivos devem ser mantidos sob observacdo
permanente e serem novamente avaliados sempre que for necessario, tendo em vista as
variacdes das condicbes de utilizacdo e de quaisquer novos dados cientificos (BAPTISTA,
2003).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao do goji berry nas formas in natura e industrializado

A fruta Goji Berry desidratada, in natura e, portanto, sem aditivacdo de excipientes
artificiais, foi adquirida em ervanério, localizado na cidade de Teresina, Piaui, Brasil,
especializado na comercializacdo de produtos naturais. Na forma industrializada, a fruta goji
comercializada em p0, foi adquirida em uma farmacia do municipio de Picos, Piaui, Brasil,
representante de uma rede nacional de drogarias. Os produtos industrializados, oriundos de
trés laboratorios farmacéuticos (LF), foram discriminados na presente pesquisa de A, B e C.

3.2 Determinacdo das concentracGes de goji berry para analise da toxicidade em nivel

celular

Para determinacdo das concentracGes de goji a serem analisadas quanto a toxicidade,
utilizou-se como parametro de definicdo a forma de preparo e ingestéo indicada nos rotulos de
cada produto, in natura e industrializado. Para o preparo do cha, sugeria-se misturar 70
gramas da fruta seca a um litro de agua fervente. Assim, definiu-se trés concentracdes do cha
para analise, que foram 0,035; 0,07 e 0,14 g/mL. Em relacéo ao goji industrializado referente
ao laboratério A, a concentracdo sugerida era 70 gramas de p6 da fruta em 200 mL de agua.
Desta forma, as concentracdes de analise para A foram 0,012; 0,025 e 0,05 g/mL. Para os
laboratérios B e C, a concentracao ideal sugerida para consumo era 5g do pé de goji em 200
mL de agua, definindo-se para analise de toxicidade as concentra¢bes 0,012; 0,025 e
0,05g/mL. Para o obtencédo de todas as concentracGes avaliadas na presente pesquisa utilizou-

se agua destilada.

3.3 Teste de citotoxicidade em células meristematicas de raizes de Allium cepa

Para a realizagcdo das andlises de toxicidade, incialmente, bulbos de cebolas foram
colocados em frascos aerados com agua destilada (Figura 01), a temperatura ambiente (x
27°C), até a obtencdo de raizes de 2,0 cm de comprimento. Para anélise de cada amostra de
goji estabeleceu-se um grupo experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as
raizes em contato com a suas respectivas amostras de goji (tratamentos), algumas raizes foram

coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio bulbo. Em seguida, as raizes
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restantes foram postas em seus respectivos tratamentos por 24 horas, procedimento

denominado de tempo de exposicado 24 horas.
Figura 1 — Bulbos de Allium cepa em copos plastico com dgua destilada para crescimento das

raizes.

Fonte: Autoria prépria (2017)

Ap0s 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as
raizes restantes de cada bulbo foram devolvidas a seus respectivos tratamentos onde
permaneceram por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposic¢éo 48 horas. Apos
este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicdo 24 e 48
horas foram escolhidos com o intuito de avaliar a acdo dos goji em mais de um ciclo celular.
A fixacdo das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24 horas. Em cada
coleta, retirou-se, em média, trés raizes por bulbo.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por
Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscopio éptico em objetiva de 400x. Para cada
bulbo de cebola analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle, tempo
de exposicdo 24 horas e tempo de exposi¢do 48 horas de cada grupo tratamento em analise.
Assim, para cada concentracdo de goji analisou-se um total de 15.000 células. Foram
observadas células em interfase, préfase, metafase, anafase e tel6fase. A partir desta analise
determinou-se o indice mitético (IM) por meio da seguinte equacdo: (nimero total de células
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em mitose + ndmero total de células analisadas) x 100. O valor de IM foi pardmetro para a
determinacdo do potencial citotdxico de Goji Berry nas formas analisadas.

Ainda, avaliou-se a genotoxicidade de goji por meio da frequéncia de alteracbes
celulares ou aberracdes de fuso mitotico, como Metéafases C, Anafase multipolares, Pontes
anéfasica e telofasica, AmplificacGes génicas, Células com aderéncias, Brotos nucleares e
Microndcleos. Para a andlise estatistica da citotoxicidade e genotoxicidade das amostras

utilizou-se o teste do Qui-quadrado (%), com nivel de probabilidade <0.05.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

Os meristemas de raizes expostos as trés concentracdes do cha de goji berry nos
tempos de exposicdo 24 e 48 horas, quando comparados a divisao celular observada para seus
respectivos controles, ndo tiveram seus indices mitoticos alterados. Também ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os indices mitéticos obtidos para os dois tempos
de exposicdo de cada concentracdo avaliada de cha. Desse modo, pode-se afirmar que os chas
de goji avaliados, nas condicdes de estudos aqui estabelecidas, ndo causaram citotoxicidade as
celulas meristematicas de raizes de A. cepa. Além disso, ndo se verificou alteracdes celulares
nos tecidos vegetais expostos a tais solucdo. Estes resultados corroboram aos dados de nédo
citotoxicidade e genotoxicidade do fruto goji ja publicados na literatura cientifica, e

previamente mencionados neste trabalho.

Tabela 1 - Numero de células em cada fase do ciclo celular de tecido meristematico de raizes
de Allium cepa exposto, por 24 e 48 horas, ao cha de Goji Berry, nas concentracdes 0,035;
0,07 e 0,14g/mL, e do Goji Berry industrializado, na forma em pd, procedente de trés
laboratérios quimicos, discriminados na tabela como A, B e C. As concentragdes analisadas
para A foram 0,012; 0,025 e 0,05 g/mL, e para B e C 0,02; 0,04 e 0,08 g/mL.

Goji Berry in natura

TR Conc TE TCIlI P M A T TCD IM (%)

CO 3029 599 479 492 401 1971 39,4°
0,03 g/mL 24h 3465 433 333 398 371 1535 30,7°
48h 3534 429 341 355 355 1466 29,3

CO 2952 587 581 479 401 1971 41,0
Cha 0,07 g/mL 24h 3107 499 494 487 371 1535 37,9°
48h 3141 504 483 475 355 1466 29,3

CcO 2780 603 591 594 432 2220 44,4
0,13 g/mL 24h 2899 613 559 532 397 2101 42,0°
48h 2942 594 507 539 418 2058 41,2°

Goji Berry acrescido de excipientes

LF Conc. TE TCIlI P M A T TCD IM (%)

CO 2827 689 671 581 232 2173  435°
0,035g/mL  24h 4644 103 93 77 53 326 6,5°
48h 4792 82 67 59 00 208 4,2°

CO 3200 321 351 224 191 1087 21,78
A 0,07g/mL 24h 4883 19 12 03 03 37 0,7°
48h 4976 07 09 07 05 28 0,5°

CO 3209 500 705 362 224 1791 36,0°
0,14 g/mL 24h 4965 27 07 01 00 35 0,7°
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48h 4958 39 39 00 00 42 08"
Goji Berry acrescido de excipientes
LF Conc. TE TCl P M A T TCD IM (%)

CO 4192 333 258 107 110 808 16,22
0,02 g/mL 24h 4738 71 14 08 99 262 2,3°
48h 4901 73 12 09 05 99 05"

CO 3200 675 542 349 234 1800 21,78
B 0,04 g/mL 24h 4883 53 44 17 03 117 0,7°
48h 4976 17 07 00 00 24 0,5°

CO 3581 522 439 324 134 1419  284°
0,08g/mL  24h 4729 92 84 71 24 271 5,4°
48h 4875 99 19 07 00 125 25"

Goji Berry acrescido de excipientes

LF Conc. TE TClI P M A T TCD IM (%)
CO 2306 701 713 609 671 2694 53,9
0,02 g/mL 24h 4767 55 76 65 37 233 4,7
48h 4948 32 11 01 08 52 1,0
CO 3208 590 427 427 348 1792 35,9
C 0,04 g/mL 24h 4872 94 03 07 07 128 2,6
48h 4950 31 15 01 03 50 1,0
CO 2634 709 821 514 322 2366 47,3
0,08 g/mL 24h 4948 30 17 00 05 52 1,0
48h 4964 25 07 02 02 36 0,7

TR — Tratamento; LF — Laboratério Farmacéutico; Conc — Concentracdo; TCIl — Total de
células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢do; CO — Controle; IM —
indice Mitdtico; TCD — Total de células em divisdo; TCA — Total de Alteracdes Celulares;
Valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento ndo diferem

significativamente entre si pelo teste ¥, ao nivel de 5%.

No entanto, as trés concentracdes de goji referente a LF A (Tabela 01), nas 24 e 48
horas de exposicao, reduziram expressivamente a divisdo celular do tecido meristematico
quando confrontado aos indice mitéticos obtidos para os seus respectivos controles. Ademais,
para a concentracdo 0,035 g/mL de LF A verificou-se que indices mit6ticos obtidos para os
dois tempos de exposicdo avaliados diferiram entre si, uma vez que, no tempo de analise 48
horas a divisdo celular foi notadamente menor que a observada para o tempo de exposicdo 24
horas. Contudo, para LF A nas concentragdes 0,07 e 0,14 g/mL, observou-se que a inibicdo da
divisdo celular ocorreu logo no tempo de exposicdo 24 horas. Para as trés concentragdes
referentes aos produtos de goji berry de LF B e C (Tabela 1), os indices mitéticos descritos
para 0 tempo de exposicdo de 24 horas foram considerados iguais aos obtidos para 0s seus

respectivos tempo de exposicao 48 horas.
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Em vista disso, com base nos dados descritos na Tabela 1, verifica-se diferenga de
acao do gojiin natura em relacdo aos goji industrializados quanto a toxicidade causada, visto
que, os acrescidos de excipientes foram citotoxicos aos meristemas avaliados por ocasionar
efeito antiproliferativo acentuado logo nas menores concentracdes e no menor tempo de
andlise estabelecido. Destaca-se também que todas as concentragdes de goji tidas como ideias
para consumo pelos laboratdrios farmacéutico aos quais foram fabricados causaram inibigdo
significativa da proliferacdo celular demonstrando relevante potencial citotdxico.

De acordo com Carita e Marin-Morales (2008), alteragdes expressivas sao
desencadeadas quando ha efeito antiproliferativo acentuado em tecidos de intensa proliferacdo
com desempenho metabdlico normal - tal como os meristemas de raizes utilizados no presente
estudo - expostos a compostos quimicos com potencial em causar instabilidade genética,
comprometendo significativamente o crescimento e o funcionamento dos 6rgdaos nos quais
estdo agindo. Ainda, Gomes et al. (2013); Sales et al. (2016); Moura et al. (2016) e Carvalho
et al. (2016) declaram que a inibicdo da proliferacdo celular desencadeada por compostos
citotoxicos, em tecidos de intensa proliferacdo celular e de funcionamento normal e/ou sem
alteracdes celular — podendo-se citar mais uma vez os meristemas de raizes utilizados como
bioensaios na presente pesquisa - é prejudicial ao organismo por inibir ou limitar a reposicdo
de células, alterar a producdo de proteinas e, consequentemente, resultar no mal
funcionamento do 6rgdo ou tecido onde esté localizada.

Ndo foram observadas alteracBes celulares em numero significativo nas células
meristematicas expostas as concentracdes de goji oriundos de LF A, B e C. Porém, Sales et al.
(2016) explicam que a inibicdo da divisdo em tecidos normais ocorrem pela agdo de agentes
que afetam a integridade do fuso nuclear durante a mitose promovendo significativo
desarranjo cromossémico. Considerando que o principio do ciclo celular é a formacdo de
células idénticas, a producdo de células com alteracdo na estrutura e/ou no numero
cromossdémico tornam o funcionamento celular invidvel e tendem a ser eliminadas de tecidos
com desempenho normal, condicdo sugerida para explicar o resultado de efeito
antiproliferativo acentuado frente a frequéncia ndo significativa de alteracbes celulares
observada no presente estudo.

Conforme citado anteriormente, produtos farmacéuticos naturais, como 0s goji berry
industrializados avaliados nesta pesquisa, contém em sua formulacdo aditivos excipientes
artificiais. A seguir serdo relatados resultados de estudos de toxicidade em nivel celular de
alguns compostos excipientes utilizados na formulacdo de produtos farmacéuticos e de

alimentos, segundo Brasil (1999), durante a industrializacdo. Porém, € importante relatar que,
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com excecdo dos corantes e conservantes, todos os microingredientes a serem relatados foram
insuficientemente avaliados, até a presente data, quanto aos seus potenciais toxicos em nivel
sistémico e celular.

Para corantes, 0s Unicos autorizados para uso em produtos farmacéuticos em geral séo
o Amarelo Creplsculo, a Tartrazina e Vermelho 40, aditivos azoicos por conterem o
grupamento azo, um derivado nitroso com a propriedade de produzir amina aromatica e
acidosulfanilico, bem como, o Ponceau 4R, Eritrosina e o Azul brilhante (COLORCON,
2010). Estes seis corantes demonstraram potencial em alterar o turner-over das células
durante a intérfase, inibindo expressivamente a divisdo celular, e no processo de hiperplasia
regenerativa, o que contribuiu de forma significativa para o desenvolvimento de canceres no
trato digestorio de roedores (SARDI et al., 2010).

Os trés corantes azoicos também demonstraram significativo efeito citotoxico e
genotdxicoas células meristematicas de raizes de Allium cepa, uma vez que, causaram
inibicdo da divisdo celular e induziram alteracfes celulares as células deste sistema teste
(PAN et al., 2011; GOMES et al., 2013). Ainda, Morrison et al. (2011) costataram que a
Tartrazina, o Ponceau 4R e a Eritrosina tiveram potencial de promover alteracdes na divisao
celular em células da tiredide de roedores, em funcéo de liberar uma grande quantidade de
iodo no organismo destes animais. Sasakiet al. (2002) verificaram que o corante eritrosina, em
doses baixas e em tratamento agudo, foi altamente tdxico as células do estdbmago, colon e
bexiga de ratos Wistar.

Quanto aos edulcorantes permitidos como excipientes encontra-se 0 aspartame, 0
ciclamato de sédio, o acesulfame de potéassio e a sacarina sodica (BALBIANIET al., 2006;
VASCONCELOS et al., 2012; COLORCON, 2010). Van EyK et al. (2015), verificaram, por
meio das linhagens celulares Caco-2 (células de colon), HT-29 (células de c6lon) e HEK-293
(células de rim), que estes edulcorantes foram citotoxicos e genotoxicos as células estudadas.
Corroborando aos resultados destes pesquisadores, Sasakyet al. (2002), através do teste do
cometa, observaram que o sacarina sodica e o ciclamato de s6dio foram genotdxicos e
mutagénicos as células de cdlon de roedores, reduzindo significativamente a divisdo celular
do tecido analisado.

Os antiumectantes utilizados em produtos farmacéuticos sdo o fosfato de calcio, o
dioxido de silicio, o carbonato de calcio e o carbonato de magnésio (COLORCON, 2010).
N&o foram encontrados na literatura cientifica estudos de avaliacdo de citotoxicidade e
genotoxicidade para os microingredientes fosfato tricalcio e carbonato de célcio. Ja para o

antiumectante dioxido de silicio, Rajivet al. (2016) verificaram que esse composto teve a
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propriedade de diminuir expressivamente a viabilidade celular de linfécitos humanos em
cultura de células normais, bem como, de promover alteragdes celulares em nimero
significativo, demonstrando amplo potencial genotoxico. Em relacdo ao aditivo carbonato de
magnésio, Ahamedet al. (2015) verificaram que este agente quimico teve a capacidade de
reduzir o metabolismo celular, em cultura celular de figado humano de linhagem normal,
mostrando-se significativamente citotdxico.

Em relacdo aos aromatizantes, os ingredientes de aroma e sabor utilizados em
medicamentos sdo somente os de fruta (BALBIANI et al., 2006). Sales et al. (2017), Sales et
al., 2016 e Moura et al. (2016) avaliaram alguns destes aromatizantes e observaram que tais
aditivos tiveram a propriedade de induzir danos significativos ao fuso mitotico, e,
consequentemente, a divisdo celular de células de sangue periférico humano, e foram
genotoxicos a eritrocitos de tecido sanguineo de camundongos, induzindo de forma
expressiva a formacdo de células micronucleadas na medula dssea dos animais tratados. Ja
entre 0s constituintes quimicos responsaveis em retardar a acdo de microrganismos, enzimas,
assim como, de agentes fisicos nos produtos farmacéuticos, estdo o benzoato de potassio,
benzoato de sddio e nitrato de potdsio (COLORCON, 2010), agentes conservantes que,
segundo Mpountoukaset al. (2010) e Zequin et al. (2011), foram citotoxicos e genotéxicos a
celulas normais de sangue periférico humano.

Os resultados de toxicidade dos excipientes mencionados corroboram aos obtidos no
presente estudo para os goji industrializados avaliados, em razdo de também terem causado
instabilidade genética, principalmente no ciclo celular dos bioensaios com os quais foram
avaliados. N@o foram encontrados na literatura pesquisa de avaliacdo de toxicidade em nivel

celular de aditivos de acdo espessante, emulsificante e estabilizante.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo por meio das células meristematicas de raizes
de A. cepa mostram que 0s goji berry avaliados tiveram significativo potencial em ocasionar
toxicidade a células meristeméticas de raizes de A. cepa em todas as concentracfes avaliadas,
inclusive aquelas indicadas para uso pelos laboratérios farmacéuticos.

Tais resultados sinalizam a necessidade de se avaliar os produtos farmacéuticos de,
goji em pd em sistemas testes animais, a partir de tratamentos com maiores tempos de
exposicao, para verificacdo e aprofundamento dos resultados aqui obtidos.

Os resultados de instabilidade genética causada pela acéo dos goji industrializados sdo
de grande relevancia uma vez que ndo existem, até a presente data, estudos de toxicidade

publicados envolvendo tais produtos farmacéuticos.
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