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RESUMO

Atualmente, as pessoas fazem uso de suplementos alimentares para auxiliar a saude.
Por outro lado, ndo se sabe ao certo quais os efeitos do uso de suplementos em longo
prazo, e a possibilidade de se acumular em outra regido, além da esperada. Sendo
assim, sdo necessarios estudos para avaliar as a¢cées dos suplementos em longo
prazo, detalhando sua dose-resposta em relacéo as acdes pro oxidantes/toxicoldgicas.
Entre os diversos suplementos consumidos, o Goji berry (Gb) vem destacando-se, por
seus compostos bioativos, como polifendis e polissacarideos, mas principalmente por
acOes antioxidantes e possiveis modulagdes lipidicas. Entretanto, se desconhece a
dose-resposta do uso do Gb, em relacdo a sua dose baixa para efeito antioxidante e
dose alta para efeito pro-oxidante/toxicologico. Além de néo estar elucidado como o
suplemento se comporta em longo prazo. Neste contexto, o trabalho tem como
objetivo avaliar a relacdo dose-resposta frente uma exposi¢cao prolongada ao extrato
de Goiji berry (GBE) em Caenorhabditis elegans. A fruta Gb em formato de baga, foi
adquirida no comércio local, realizando-se uma extracdo hidroalcoolica para as
devidas analises. Para fins de padronizacdo das concentracfes, os calculos foram
baseados no teor de compostos fendlicos totais (método de Folin- Ciocalteu - pg
equivalente de acido galico/uyL - uyg GAE/uL). Para os ensaios bioldgicos foram
utilizados cerca de 3000 vermes (L1), os quais foram expostos utilizado diferentes
concentracfes de 0.025, 01., 0.5, 1.5, 2 ug GAE/uL GBE, por 48 horas. Primeiramente,
obteve-se uma curva dose-resposta para selecionar as concentracbes a serem
utilizadas. Conforme foram realizados os experimentos, conseguiu-se observar que
as concentracdes maiores de 1.5 e 2 ug GAE/uL, apresentam alto grau de toxicidade,
bem como o aumento na geracdo de espécies reativas e aumento da peroxidacao
lipidica, promovendo um desequilibrio nas defesas antioxidantes, prejudicando assim
o tempo de vida do verme. De tal modo, o dano oxidativo também influenciou os
parametros comportamentais, omega turn, reversal e swimming. Sugerindo assim,
que a exposicdo prolongada ao GBE nos vermes, nas concentracdes testadas,
poderia estar afetando nas vias de sinalizagdo motoras, desencadeando alteragoes

disfuncional devido ao aumento das espécies reativas.

Palavras-Chave: Goji berry, suplemento, dose-resposta, comportamento



ABSTRACT

Nowadays, people make use of food supplements to support their health. On the other
hand, it is not known for sure what the effects of long-term use of supplements are,
and the possibility of accumulation in another region, beyond what is expected.
Therefore, studies are needed to evaluate the long-term actions of supplements,
detailing their dose response in relation to pro-oxidant/toxicological activities. Among
the various supplements consumed, Goji berry (Gb) has stood out for its bioactive
compounds, such as polyphenols and polysaccharides, but mainly for antioxidant
actions and possible lipid modulations. However, the dose-response of Gb use is
unknown in relation to its low dose for antioxidant effect and high dose for pro-
oxidant/toxicological effect. Besides not being elucidated how the supplement behaves
in the long term. In this context, the study aims to evaluate the dose-response
relationship against prolonged exposure to Goji berry extract (GBE) in Caenorhabditis
elegans. The Gb fruit in the form of a berry was purchased in the local market, and a
hydroalcoholic extraction was carried out for the necessary analyses. To standardizing
concentrations, calculations were based on the content of total phenolic compounds
(Folin-Ciocalteu method - pg gallic acid equivalent/uL - pg GAE/uL). For the biological
tests, approximately 3000 worms (L1) were used, which were exposed to different
concentrations of 0.025, 01,0.5, 1.5, 2 ug GAE/uL GBE, for 48 hours. First, a dose-
response curve was obtained to select the concentrations to be used. As the
experiments were carried out, it was observed that concentrations greater than 1.5 and
2 ug GAE/uL present a high degree of toxicity, as well as an increase in the generation
of reactive species and an increase in lipid peroxidation, promoting an imbalance in
the antioxidant activity defenses, thus harming the life of the worm. Thus, oxidative
damage also influenced behavioral parameters, omega turn, reversal and swimming.
Thus, suggesting that prolonged exposure to GBE on the reverse side, at the
concentrations tested, could be affecting motor signaling pathways, triggering

dysfunctional changes due to the increase in reactive species.

Keywords: Goji berry, supplement, dose-response, behavior
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1. INTRODUCAO

Nos Estados Unidos desde 1994 existe uma lei, relacionada a Saude e Educa-
cédo de Suplementos Alimentares, que regulamenta todos os produtos consumidos
considerados suplementos alimentares, tendo como um érgao fiscalizador a Food and
Drugs Administration (FDA). A FDA tem como finalidade proteger a saude publica, por
meio de normas aplicadas nas industrias farmacéutica, alimenticia, veterinaria e cos-
mética, garantindo assim, a segurabilidade dos alimentos e produtos para a popula-
céo. No Brasil, existe uma agéncia equivalente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sa-
nitaria (ANVISA). Em 2018, a Anvisa criou uma categoria para os suplementos ali-
mentares, considerados ndo medicamentosos e com propriedades benéficas (AN-
VISA, 2023).

No Brasil, existem diversos suplementos comercializados, que contém subs-
tancias bioativas, nutrientes, probiéticos e muitas outras biomoléculas existentes, en-
tre eles esta o Goji berry (Gb). Gb é uma fruta em formato de baga, com nome cienti-
fico, Lycium barbarum, proveniente de arbustos encontrado na Asia (MA et al., 2019).
Estas pequenas bagas ganharam apreco comercial por suas a¢des antioxidantes e
possiveis reducdes lipidicas, o qual auxilia na prevencéo de algumas patologias, como
diabetes, hiperlipidemias, neoplasias, hepatites, baixa imunidade, trombose e infertili-
dade masculina (POTTERAT, 2010; SHAN et al.,2010).

Entretanto, existem poucas publica¢cdes que contemplem as consequéncias da
utilizacdo de suplementos em longo prazo e quais 0s possiveis efeitos toxicoldgicos.
Do mesmo modo, pouco se sabe sobre a dose-resposta, que proporciona a atuacao
dos efeitos benéficos ou os efeitos toxicoldgicos. Além do mais, muitos fitoquimicos
presentes nos suplementos, pode produzir uma resposta hormética bifasica nas fun-
cOes fisioldgicas, nas quais os efeitos benéficos sdo observados em baixas doses,
enguanto os efeitos prejudiciais sdo produzidos em altas doses (MARTEL, J., et al.,
2019). Da mesma forma, que alguns destes suplementos podem atuar ativando vias
metabdlicas nas células nervosas, possibilitando desencadear alteracdes, como dis-
funcdo mitocondrial, modificacdo epigenética e neuro inflamagéao (MAO et al., 2021).

Por isso, deve-se ter cuidado ao se suplementar com quaisquer produtos con-

siderados “naturais”, pois, por mais que tenham acdes antioxidantes, sua ingesta ex-
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cessiva ou errdbnea em longo prazo pode promover efeitos toxicos. Assim, este traba-
Iho tem como objetivo avaliar aspectos comportamentais frente a exposicao prolon-

gado ao GBE, utilizando como modelo experimental Caenorhabditis elegans.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Suplementos alimentares

Na antiguidade, atletas e soldados consumiam partes especificas de animais,
com intuito de ter mais bravura, habilidade, velocidade ou forca (APPLEGATE;
GRIVETTI, 1997). Foi na Idade Moderna, que a nomenclatura suplementos
alimentares passou a ser mais utilizadas, com intuito de prevenir e/ou reduzir sinais
clinicos, melhorando a saude e o bem-estar em geral, bem como associados ao

aumento da expectativa de vida (KIM et al., 1993).

De acordo com FDA, os beneficios dos suplementos alimentares devem
ultrapassar a nutricdo basica, pois contém compostos bioativos concentrados, 0s
quais irdo agir a favor da saude (NOONAN & NOONAN, 2004). Segundo ANVISA
(2010), séo considerados suplementos alimentares todos produtos de ingesta oral,
que fornecem nutrientes complementares a alimentacdo, ndo atuando como
medicamentos e como tal ndo podem exercer acdo farmacoldgica, imunol6gica ou
metabolica (BRASIL, 2019). Sendo destinado a corrigir deficiéncias nutricionais,
manter uma ingestdo adequada de determinados nutrientes e/ou apoiar funcdes
fisiologicas especificas (KWAK & JUKES, 2001).

Do mesmo modo, Roberfroid (2002), caracteriza os alimentos funcionais das
seguintes formas: devem ser alimentos convencionais e serem consumidos na dieta

normal/usual;

v Devem ser compostos por componentes naturais, algumas vezes, em elevada

concentracdo ou presentes em alimentos que normalmente n&o os supririam;

v' Devem ter efeitos positivos além do valor basico nutritivo, que pode aumentar
0 bem-estar e a saude e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doencgas,

promovendo beneficios a saude, além de aumentar a qualidade de vida,

incluindo os desempenhos fisico, psicolégico e comportamental;

v' Aalegacédo da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico;

15



v" Pode ser um alimento natural ou um alimento no qual um componente tenha

sido removido;

v' Pode ser um alimento em que a natureza de um ou mais componentes tenha

sido modificada;

Os suplementos alimentares sdo fontes concentradas de nutrientes (minerais e
vitaminas) ou outras substancias com efeito nutricional e/ou fisiolégico que sé&o
comercializados na forma de dose, por meio de pilulas, comprimidos, capsulas e
liquidos (RADHIKA; SINGH; SIVAKUMAR, 2011). Desta forma, para maior
regulamentacao técnica de ingestdo recomendada, a ANVISA também regulamenta a
guantidade de suplementos que podem ser consumidos durante um dia, ingestao
diaria recomendada — IDR, de acordo com a faixa etéria e o tipo de mineral e/ou

vitamina a ser suplementada (BRASIL, 1998).

Em vista disso, inUmeros suplementos estdo adentrando ao mercado com
diversos atrativos benéfico, principalmente, por suas propriedades quimicas e
funcionais exclusivas contendo polifendis. Estimulando assim, a suplementacéo
destes produtos naturais, como é o caso do Goji berry (KWAK & JUKES, 2001; WANG
et al., 2022).

2.2 Goji Berry
Lycium barbarum L. (L. barbarum) pode ser chamado de diferentes maneiras,
framboesa, Fructus lycii, Gougqizi, Goji berry e wolferry (BRYAN et al., 2008). Esta fruta
pertence a familia de plantas Solanaceae, nasce de um arbusto solanaceo desfolhado
que cresce na China, Tibete e outras partes da Asia. Por ser amplamente cultivado na
regido de Ningxia, ao longo das planicies férteis no Huang Ho, o cha de suas folhas
passou a ser muito consumido em paises asiaticos (CHANG; SO, 2008). As frutas sao
consumidas como suplementos alimentares a mais de 2.000 anos, inseridas em chas
e sopas. Além disso, as frutas maduras sao transformadas em produtos como sucos,
drinks, cereais, cereais matinais, biscoitos, carnes e in natura (BRYAN et al., 2008;
POTTERAT, 2010; VIDOVIC et al., 2022).
Em 1753 o sueco Carolus Linnaeus foi 0 pioneiro em descrever botanicamente o
Goji berry, ap6s 15 anos Philip Miller terminou da descricdo dos diferentes tipos de

espécies da planta Lycium (DHARMANANDA, 2007). A espécie Lycium Barbarum L.
16



provém de um arbusto espinhoso de raiz seca, com crescimento até 3m de altura e
com folhas verde-acinzentadas. Ela contém um fruto pequeno de 1 a 2 cm de compri-
mento, em formato de bagas elipsoides, com coloracéo laranja-avermelhadas brilhan-
tes de sabor adocicado (Fig.1) (AMAGASE; FARNSWORTH, 2011).

Figura 1: Imagem do Lycium barbarum (AMAGASE; FARNSWORTH, 2011)

A partir de 1983 o Ministério da Saude Publica da China aprovou a comerciali-
zacao das frutas Lycium Barbarum, como parte da botanica medicinal, enfatizando
principais nutrientes e com uma aceitabilidade no paladar, servindo em preparos de
varias bebidas leves ou alcodlicas e seus extratos concentrados em infusdes prepa-
radas a partir das bagas (AMAGASE; FARNSWORTH, 2011).

Em relacdo aos seus constituintes quimicos, Goji berry tem uma grande varie-
dade de efeitos bioldgicos mostrados em varios estudos in vitro e in vivo, seus nutri-
entes como os polissacarideos, flavonoides, carotenoides, glicolipidios, glicopepti-
deos, antocianinas, 6leos essenciais, acidos organicos e oligoelementos sao respon-
saveis por acdes benéficas ao organismo (AMAGASE; SUN; BOREK, 2009, LUl et al.,
2016, MENG et al., 2017).

Estima-se que nos frutos secos de Goji berry sédo encontrados cerca de 5 a 8%
de polissacarideos (WANG; CHEN; ZHANG, 1991). Além de conter monossacarideos
como compostos majoritarios, entre eles a glicose, arabinose, manose, xilose,
ramnose, fucose, acido galacturénico e acido glucurénico (Fig.2) (ZENG et al., 2019).

Também foram descobertos na fruta L. barbarum glicopéptidos, heteropolissacarideos
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e polipéptidos acidos ou protéicos (JIAPAER et al., 2013).
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Figura 2: Estrutura quimica dos polissacarideos do L.barbarum (ZENG et al.,
2019).

Além dos carboidratos, o Goji berry também possui outros nutrientes como ami-
noacidos (alanina, cistina, betaina e o acido aspartico), acidos graxos (acido palmitico,
acido linoléico e acido miristico) e outros como cerebrosideo (esfingolipideo) e beta-
sitosterol (fitoesterol) (JIANG et al., 2021).

A fruta também é rica em carotenoides, incluindo betacaroteno, luteina, zea-
xantina e criptoxantina e contém diversos flavonoides, acido ascérbico (73 mg por 100
g da fruta desidratada), vitaminas do complexo B (B1, B2 e B3), minerais (ferro, célcio
e magnésio) e outros metabdlicos secundarios como a cumarina, uma lactona (ZENG
et al., 2019; JIANG et al., 2021).

Com tamanha variedade de compostos bioativos, Amagase e Farnsworth
(2011), ainda relata que a fruta Goji berry também apresenta outras pequenas molé-
culas, como betaina, cerebrosideo, beta-sitosterol, acido p-cumarico, glutamina, as-
paragina, entre outras varias vitaminas.

Além do mais, ja foram quantificados acidos fendlicos e flavonéides na fruta L.
barbarum, sendo identificados ao todo 37 compostos. Dentre os 15 compostos identi-
ficados a quercetina-rhamno-di-hexosideo esteve presente na maior fracdo de massa
(438,6ug/g), quercetina-3-O-rutinosideo (281,3ug/g), isbmeros do acido dicafeoilqui-
nico (250,1ug/g), acido clorogénico (237,0ug/g), quercetina-di- (rhamnohexoside)
(117,5ug/g), quercetina-di-(rhamno)-hexosido (116,8ug/g), kaempferol-3-O-rutinosi-
deo (97,7ug/g), isorannetina-3-O-rutinosideo (72,1ug/g), acido p-cumarico (64,0ug/g),
acido caféico (23,7ug/g) e acido vanilico (22,8ug/g) (INBARAJ, LU, KAO, & CHEN,
2010).

Devido a coloracéo laranja-avermelhada, percebe-se que esta fruta apresenta
diferentes carotenodides em sua composicédo, com apenas 0,03-0,5% dos frutos seco,

contendo total de 11 carotenoides livres e 7 ésteres de carotendides (PENG et al.,
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2005). Desta forma, o carotenoide predominante € a zeaxantina, um pigmento ama-
relo, um isébmero da luteina e um derivado do -caroteno (CHENG et al., 2005). Com
esta variedade de compostos bioativos e nutrientes presentes na fruta Goji berry, foi
considerado um superalimento (AMAGASE; FARNSWORTH, 2011).

De tal modo, que os nutrientes encontrados no Goji berry apresentam proprie-
dades antioxidantes possibilitando acentuar e melhorar acfes biolégicas no corpo e
por meio de seu consumo contribuir para o bem-estar (CHAUDAHARI, 1999). Sua
atividade antioxidante foi analisada por ensaios in vitro da fruta seca do Goji berry
pelos métodos de solucédo aguosa de metanol (extracdo de ultrassom), etanol (80%)
e extracdo aquosa por ultrassom. Observando, o potencial antioxidante in vitro, tais
como ORAC (Capacidade De Absorcdo Dos Radicais Oxigenados), TEAC (Capaci-
dade Antioxidante Equivalente de Trolox), FRAP (Poder Antioxidante de Reducao do
Ferro) e DPPH (Método do Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (JIANG et
al., 2021).Esses excelentes potenciais antioxidantes estdo associados a quantidade
relativamente alta de compostos fendlicos totais e flavonoides, o que propéem uma
alta atividade antioxidante do Goji berry, para combater e/ou controlar radicais livres,
anion superéxido e radicais hidroxila (KULCZYNSKI; GRAMZA-MICHALOWSKA,
2015).

Lako e colaboradores (2007) relataram que os antioxidantes presentes no fruto
Lycium Barbarum possuem efeitos protetores a saude, possibilitando combater danos
decorrentes do estresse oxidativo. Da mesma forma, que o estudo com extrato dos
polissacarideos do Goji berry, apresenta acbes antioxidantes capazes de atuarem
como neuroprotetores, anti-fadiga/resisténcia, aumentar o metabolismo energético e
controlar o indice glicémico (LUO et al, 2004).

Outro estudo destacou que as propriedades antioxidantes que contém no Goji
berry possibilita combater células tumorais, atuando via imunomodulacéo, citoprote-
cao e na reducao do envelhecimento. Assim, ganhando fama como um “superali-
mento” decorrente a esta gama de informagdes atreladas as a¢des antioxidantes do
fruto Goji berry (AMAGASE; SUN; BOREK, 2009).

Por outro lado, apesar dos avancos ja conquistados, existem poucos estudos
relacionados a ensaios de toxicidade aguda e de doses respostas, genotoxicidade.

Contemplando uma avaliacao toxicolédgica de fitoterapicos de uso topico, em prol de

19



verificar danos subsequentes (OUEDRAOGO et al, 2016). Nesse contexto, Dharma-
nanda (2007) averiguou que a fruta Lycium barbarum néo possui propriedades toxicas
suficientes para causar danos graves, ja que vem sendo utilizada tradicionalmente
como alimento e fitoterapia ha mais de 2500 anos. Contudo, o consumo elevado de
suplementos alimentares e os efeitos relacionados ainda ndo sao bem definidos (SO-
BAL; MARQUART, 1994).

A maior parte dos ensaios clinicos direciona uma administracdo de curto prazo
e muitas vezes com o nutriente isolado, os quais, nessas condi¢des, ndo evidencia
lesBes toxicoldgicas significativas aos tecidos examinados (AMAGASE, 2008).

Estudos que avaliam os possiveis efeitos adversos ou toxicologicos do Goji
Berry sdo escassos, mas ja existem relatos clinicos e alguns estudos demonstrando
que o Goji Berry pode interagir com farmacos usados na coagula¢do do sangue, tal
como a varfarina. Esse relato de caso fornece evidéncias adicionais para a interacao
entre Lycium barbarum e varfarina e da importancia da rotulagem do Lycium barbarum
com um aviso sobre o uso simultaneo com varfarina (RIVERA et al., 2012).

Outro relato de caso, ocorreu com uma mulher de 60 anos, que foi internada
no hospital por causa de astenia, artralgias, diarreia ndo sanguinolenta e, célica e dor
abdominal. A paciente apresentou ictericia mucocutanea leve e erupcao cutanea ma-
culopapular eritematosa e pruriginosa generalizada, apos ter consumido uma quanti-
dade de cha com bagas de L. barbarum (Goji), trés vezes ao dia, nos ultimos dez dias
(ARROYO-MARTINEZ, et al., 2011).

O primeiro caso de fotossensibilidade sistémica ocorreu devido as bagas de
Goiji, relatado por um homem de 53 anos, o qual havia consumido por 5 meses Goji
Berry, em conjunto com outro composto (“‘unha-de-gato”), causando a uma erupgao
pruriginosa localizada (GOMEZ-BERNAL et al., 2011). Do mesmo modo que Ballarin
e colaboradores (2011) descreveram dois casos de pacientes que apresentaram sin-
tomas alérgicos apds o consumo das bagas de Lycium barbarum, acompanhado por
urticaria generalizada aguda nas maos, palmas e labios, edema, dispneia e rinite
aguda.

Recentemente, foi avaliado o efeito do suco do Goji berry em longo tempo em
C. elegans, os quais foram expostos de L1 até L4. Nossos resultados contribuiram
para avaliar os efeitos pro-oxidantes/toxicologicos que o suco proporcionou, devido

ao aumento de espécies reativas, as quais desiquilibraram as defesas antioxidantes,
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promovendo um envelhecimento precoce e um aumento no numero de corpos
apoptoticos. Logo, nosso estudo pode-se servir de alerta pelo efeito pela ingesta
elevado do suco do Goji berry (RODRIGUES et al., 2021).

2.3. Dose-respostas dos antioxidantes

Muitos alimentos fisiologicamente funcionais ricos em polifendis, vem sendo
estudadas por seus principais mecanismos de acdo responsaveis por seus efeitos
benéficos, entretanto, alguns estudos, ja elencam as altas concentragdes com efeitos
toxicolégicos, presumivelmente devido a propriedades pro-oxidativas. Espécies
reativas de oxigénio (ROS) tém demonstrado desempenhar varios papéis em
condi¢cBes fisioldgicas e patoldgicas via modificagdo oxidativa de biomoléculas
presentes em células e tecidos. O acumulo de pegadas de dano oxidativo nessas
moléculas bioldgicas foi descrito como envolvido no aparecimento de inUmeras
doencas e envelhecimento (MURAKAMI, 2014).

Segundo Rattan (2008), os mecanismos moleculares detalhados que provocam
os efeitos horméticos estdo sendo cada vez mais compreendidos e compreendem
uma cascata de resposta ao estresse e outras vias de manutencgéo e reparo. Embora
a extensao dos efeitos horméticos imediatos ap0s a exposicdo a um determinado
estresse possa ser apenas moderada, a cadeia de eventos apds a hormese inicial
leva a efeitos biologicamente amplificados que s&o muito maiores, sinérgicos e
pleiotrépicos. Muitas vezes, levam a perda ou ganho indesejado de suas funcdes para
perturbacdo da homeostase, tais como modificacdes bioguimicas do DNA celular e
proteinas por ROS e produtos de peroxidacao lipidica, como acroleina, malonaldeido
e 4-hidroxi-2-nonenal (MURAKAMI, 2014).

Da mesma forma, que o fenébmeno relacdo dose-resposta, muitas vezes esta
atrelado ao efeito hormético de produtos fitoquimicos. Caracterizando pela
estimulacdo de baixa dose e inibicdo de alta dose, sendo independente do agente
quimico/fisico, modelo biolégico e ponto final medido (CALABRESE; BALDWIN; 2003).
Muitas vitaminas e minerais sao essenciais para a vida em doses baixas, mas toxicos
em doses mais altas. Da mesma forma, exercicios, restricdo cal6rica e consumo de
alcool sdo exemplos de processos prejudiciais ao extremo, mas benéficos com
moderacdo. Deste modo, o0s testes toxicolégicos com altas doses favorece a

demonstracdo dose-respostas, as quais sugere que qualquer composto quimico pode
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apresentar efeitos prejudiciais dependendo da quantidade (BUKOWSKI; LEWIS, 2000)

3.1 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans € um mindsculo nematoéide de vida livre, larvas recém
eclodidas tém 0,25 milimetros de comprimento e adultos tém 1 em torno de milimetro
de comprimento. Além disso, possui um corpo translucido, o que possibilita a
visualizacdo microscépica de células especificas e estrutura subcelular (Figura 3)
(CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015). De acordo Brenner (1974), o modelo animal
apresenta muitas vantagens, citando a facilidade de manipulagcdo, isolamento,
mapeamento genético, construcdo de vermes mutantes, além de apresentar

comportamentos e morfologia ja elucidados e caracterizados.

Figura 3 - Caenorhabditis elegans (BRENNER, 1974)

Esse nematodide de facil manipulacao e rapida reprodutibilidade, apresenta curto
ciclo de vida (Figura 4) (CHALFIE et al. 1994). O C.elegans também possui uma alta
variabilidade genética e ampla variedade de processos bioldgicos, incluindo
apoptoses, sinalizacdo celular, ciclo celular, polaridade celular, regulacéo de genes,
metabolismo e envelhecimento (KALETTA; HENGARTNER, 2006).
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Figura 4 - Identificacdo de larvas de C.elegans em uma populagdo mista
(RIECKHER; TAVERNARAKIS, 2018).
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Com relacdo ao seu desenvolvimento os nematoides passam por quatro
estagios larvais (L1, L2, L3, L4), antes de atingir a idade adulta (Figura 5). No primeiro
estagio larval L1, caso ndo haja fonte de alimento disponivel, os vermes entram num
estagio larval denominado “dauer”, uma alternativa eficaz de sobrevivéncia (CORSI;
WIGHTMAN; CHALFIE, 2015). Com isso, esses dauers podem sobreviver a
condi¢cdes extremas, sendo dessecacdo ou falta de comida por longos periodos,
retornando a normalidade até que as condi¢cdes melhorem e comida esteja disponivel
(SOMMER, 2005).

Adulto

\ Embrido

Figura 5 — Ciclo dos C.elegans (CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015)

Alguns estudos trazem os C.elegans como um excelente modelo a fim de
avaliar via relacionandas a longevidade (RIECKHER; TAVERNARAKIS, 2018). Do
mesmo modo, se torna uma excelente ferramenta para teste com drogas e compostos
bioativos, que afetam sua viabilidade e movimento, indicando os efeitos de toxinas via
comportamentos e alteracdes no ciclo de vida (DETIENNE et al., 2018; CORSI;
WIGHTMAN; CHALFIE, 2015).

Apesar de sua aparente simplicidade, o verme tornou-se um modelo importante
para a pesquisa biomédica, particularmente na caracterizagdo funcional de novos
alvos de drogas que foram identificados usando tecnologias gendmicas. A
complexidade celular e a conservagdo dos caminhos da doenca entre C. elegans e
organismos superiores, juntamente com a simplicidade e o custo-beneficio do cultivo,
criam um modelo in vivo eficaz que é passivel de telas compostas de alto rendimento
de todo o organismo e grandes validacdo de meta de escala (KALETTA,
HENGARTNER, 2006).
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3. JUSTIFICATIVA

O uso de alguns suplementos alimentares é amplamente reconhecido que pela
ciéncia, pois desempenham um papel fundamental na prevencéo e progressao de
doencas nao transmissiveis. Acredita-se que os efeitos dos suplementos estédo
diretamente associados aos seus compostos bioativos, entretanto ndo existe
evidéncias que estariam isentos de quaisquer toxicidades. Desta forma, o consumo
do Goji berry como suplemento, 100gr de fruta/dia, de maneira errada ou excessiva
pela populacdo pode estar associada a efeitos toxicos, e ndo apenas na modulagéo
de neurotransmissores, mas possivelmente por uma disfuncdo neuronal. Com isso,
deve haver estudos que informe a populacéo sobre o consumo errado de suplementos,
atrelado a informacdes fidedignas sobre seus efeitos toxicologicos. Justificando-se
assim este presente trabalho, em proporcionar uma analise aos efeitos do consumo

prolongado do Goji berry como um suplemento alimentar em longo prazo.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Observar os efeitos em uma exposicao cronica ao extrato hidroalcoolico do Goji

berry em C. elegans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a toxicidade aguda e determinar a LC50 do extrato hidroalcodlico de
Goji berry in vivo;
e Observar os efeitos do extrato hidroalcodlico de Goji berry na qualidade de vida
dos C. elegans;

e Analisar os parametros comportamentais dos animais tratados com extrato

hidroalcodlico de Goji berry;

¢ Investigar o envolvimento dos efeitos na locomoc¢éo da toxicidade do extrato

hidroalcoolico do Goji berry em C. elegans.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados obtidos neste trabalho estdo na forma de Manuscrito a ser

submetido para a revista Brazilian Journal of Food Research, com Qualis A2.
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RESUMO

O Lycium barbarum (Goji berry) tornou-se conhecido como um superalimento devido
a variedade de seus nutrientes, os quais passou a ser amplamente utilizado pela
populacdo. No entanto, estudos in vivo que avaliem a sua eficacia e seguranca
toxicoldgica sao raros. Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos
comportamentais causados pela suplementacdo com extrato de Goji berry (GBE) em
C.elegans. A fruta seca de Goji Berry foi adquirida no comércio local, extraindo o
extrato com etanol, evaporado pelo rotavapor e ressuspendido em agua. Os vermes
foram expostos por 48 horas em diferentes concentragdes de GBE, de acordo com a
equivaléncia de compostos fendlicos, de acordo com Folin-Ciocalteu. As
concentracdes utilizadas foram 0,025, 0,1, 0,5, 1,5 e 2ug de equivalentes de acido
galico (GAE)/uL, o que permitiu observar ensaios relacionados a sobrevivéncia, tempo
de vida, desenvolvimento, bombeamento faringeo e efeitos sobre o comportamento
locomotor. Os resultados mostraram que a maior concentracdo de GBE diminui a
sobrevivéncia, e quase todas as concentracdes reduzem a estimativa de vida nos
vermes, porém sem afetar o tamanho da ninhada. Consequentemente, o aumento das
espécies reativas estaria relacionado a alta toxicidade, sugerindo um desequilibrio das
defesas antioxidantes, mesmo com a presenca de compostos fenolicos existentes no
GBE. Além do mais, pode-se observar nas maiores concentragcbes do GBE, as
alteraram o comportamento locomotor um omega turn, reserval e swimming.

Sugerindo assim, que a suplementacdo do GBE em C.elegans, estaria promovendo
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uma disfuncdo neuronal pela toxicidade de compostos bioativos, os quais poderiam
influenciar diretamente o0s neurotransmissores GABAEérgicos e mecanosensores,

estes relacionados ao comportamento.

Palavras chaves: Lycium barbarum, toxicidade, comportamento

INTRODUGCAO
A “Food and Drugs Administration” (FDA) dos EUA, exige que todos os

suplementos alimentares sejam regulamentados de acordo com a “Lei de Saude e
Educacdo de Suplementos Alimentares” de 1994. Os fabricantes de suplementos
devem garantir que seus produtos sejam seguros e corretamente rotulados. Foi em
1998, que o FDA toma duras medidas contra qualquer fabricante que venda um
produto que pareca estar adulterado ou com marca alterada, juntamente com a Equipe
Nacional de Alimentos de Varejo a fim de medir ocorréncias de praticas e
comportamentos comumente identificados pelos Centros de Controle e Prevencéo de
Doencas como fatores contribuintes em surtos de doencgas transmitidas por alimentos
(2022).

O uso de suplementos alimentares para complementar a dieta da populacao,
tornou-se cada vez mais corriqueiro, a fim de prevenir e/ou amenizar o aparecimento
de doencas, melhorar e/ou auxiliar no bem-estar fisico e mental (ROBERFROID, 2002,
KWAK; JUKES, 2001). Porém, é necessario maior validacdo dos suplementos
alimentares existentes no mercado e seu uso para ser considerado alimento funcional.

Entre os diversos suplementos alimentares, Lycium barbarum L. (Goji Berry),
tem sido amplamente consumido, por seus efeitos antioxidantes e por possiveis
modulacdes lipidicas (LUO et al, 2004). Além do mais, as bagas de Goji sdo usadas
ha muito tempo pelo valor nutricional e fins medicinais nos paises asiaticos. Tornando-
as populares em todo o mundo e consumidas como um suplemento alimentar sem
analisar as possiveis interacdes do Goji berry com medicamentos convencionais e
outros produtos considerados naturais (VIDOVIC et al., 2022).

Recentemente, foi observado os efeitos pro-oxidantes do suco de Goji berry em
C.elegans, os quais desencadearam um envelhecimento precoce devido ao
comprometimento das defesas antioxidantes e o aumento de numero de corpos
apoptéticos (RODRIGUES et al., 2021). Desta forma, sdo necessarios mais estudos

clinicos, os quais comprovem a eficacia do Goji berry constatando uma posologia
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adequada, as quais previnem quaisquer efeitos adversos ao suplemento, e possiveis
interacbes da Goji berry com para a saude precisam ser investigadas com mais
detalhes (VIDOVIC et al., 2022).

Para tais estudos a longo prazo, foi imprescindivel a utilizacdo do modelo
complementar C.elegans. Este verme possui descricAo genética completa,
possibilitando a analise comparativa com mamiferos e seu curto ciclo de vida
possibilita ensaios relacionados a longevidade, tornando-o bem-conceituado e eficaz
em ensaios relacionados a toxicidade (BRENNER, 1974; HERNDON, L.A.; et al.,
2018).

Neste contexto, que se justifica este trabalho em proporcionar mais
investigacao sobre os possiveis efeitos decorrentes da exposi¢ao crénica ao Goji berry,
utiizando C.elegans para modelo experimental. Possibilitando uma anélise
comportamental baseada no rastreamento dos movimentos do verme ao percorre sua
placa de agar. Esta analogia comportamental proporcionadas dados mais robustos ao
relacionar sobrevivéncia e outros fatores, como sensorial, neuronal, locomotor e
fenotipagem (HART, 2006; LIKITLERSUANG et al., 2012). Com isso, que este ensaio
toxicolégico tem como objetivo observar as possiveis alteracbes comportamentais
frente a exposicdo aguda ao extrato do Goji berry (GBE), sugerindo os possiveis
neurotransmissores envolvidos. Ja que o GBE contém compostos fendlicos, estes
podem estar atuando como estimuladores neuronais e afetando diretamente a

coordenacao motora.

MATERIAIS E METODOS
1. Preparacéo de extrato de Goji berry (GBE)

O fruto do Goji berry foi comprado de um fornecedor local (Cha mais) realizado
uma extracdo etandlica. Em béquer protegido contra a luz foi adicionando 100g de
frutas com 300mL de solucdo etandlica (95%), os quais foram homogeneizados
utilizando um misturador ultra-turrax, por 5 min e depois colocados em agitador
magnético durante 30 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5 min
a 3000 rpm, para obter o sobrenadante. O residuo foi novamente submetido a
extracao, conforme a descricdo acima.

Os sobrenadantes foram misturas e evaporado em rotavapor, sob temperaturas

entre 40 e 45°C a vacuo. Todo excesso de etanol foi retirado e o extrato foi
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ressuspenso em agua destilada. Para devidos fins de concentracfes utilizadas, este
extrato obtido foi realizado as determinacbes de compostos fendlicos totais
quantificados de acordo Folin-Ciocalteu (SWAIN; HILLIS, 1959), utilizando uma curva
padrdo o acido gélico de pureza (>95%, Sigma).

Para avaliar a atividade antioxidante in vivo do GBE, as concentracfes testadas
no nematoide C. elegans foram selecionadas com base em estudos toxicolégicos
prévios de nosso grupo e considerando a quantidade de compostos fendlicos totais,

as quais resultaram 1.488,99 ug de equivalente de acido galico/mL (GAE/mL).

2. Cepas de C. elegans e Protocolo de Exposicdo GBE

As seguintes cepas foram utilizadas neste estudo cepas do tipo selvagem
Bristol (N2) e unc-25(e156) Il (CB156), todas as cepas de C. elegans foram obtidas
do Caenorhabditis Genetics Center (Minnesota, EUA) e mantidas a 20°C em meio de
crescimento de nematoides solidos (MCN) semeado com E. coli (OP50) como fonte
de alimento (BRENNER, 1974). A sincronizacdo ocorreu recolhendo vermes
hermafroditas gravidos, utilizando uma solucédo de lisa a com hipoclorito de sodio
(NaOH) para obter todos os ovos desta cultura. Apds 14-16hs da sincronizacgao, foram
utilizadas 3000 larvas do primeiro estagio (L1) para devidas analises. Os vermes L1
foram expostos ao GBE nas concentragdes de 0 (controle), 0,025, 0,1, 0,5, 1,5 e 2ug

GAE/uL, por 48 horas em placas de NGM semeadas com E. coli (morta por UV).

2.2 Ensaios egg laying e lifespan

Os vermes do tipo selvagem em estagio L4 apds a exposicado de diferentes
concentracbes GBE conforme descrito em 2.1, foram transferidos individualmente
para novas placas de NGM, semeada com E. coli (OP50) no centro. Sendo
contabilizado a postura de ovos, diariamente com a transferéncia destes vermes para
uma nova placa. Este procedimento ocorreu até o Ultimo dia reprodutivo e foi
contabilizado o numero de ovos postos, utilizando auxilio de um estereomicroscopio.

Para o ensaio de longevidade, foram transferidos 20 vermes do tipo selvagem
na idade adulta de cada grupo, para uma nova placa contendo MCN e semeado E.
coli (OP50) no centro. Os 20 vermes foram transferidos diariamente até a mortalidade
do ultimo, sendo considerado dia 0 para o primeiro dia de transferéncia da idade adulta

do nematoide. Foram descartados ou nédo transferidos aqueles vermes que nao
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responderam a nenhum estimulo quando observados.

2.3. Analise de peroxidacdo lipidica

Os vermes tratados conforme descricdo em 2.1, ap0s o periodo de 48h, foram
lavados com tampéao M9 para retirada da Escherichia coli e, em seguida, transferidos
para microtubos. Posteriormente, as amostras foram congeladas e descongeladas
duas vezes, e em seguida sonicadas também duas vezes no microturrax durante 10
segundos, usando gelo para ndo esquentar a amostra. Apos o preparo das amostras,
estas foram incubados 60uL de amostra com 60 uL de acido fosforico (0,1%), 60 uL
de TBA (0,6%) e 60 pL de SDS (0,6%) por 1,5h no banho-maria a 100°C, conforme
descrito por Ohkawa (1979). As medidas de absorbancia foram realizadas em placa

de 96 pocgos (532nm) e os resultados sdo expressos nmol MDA/ug de proteina.

2.4 Ensaios de resisténcia ao estresse oxidativo

Os vermes L4, previamente expostos a diferentes concentracdes do extrato
pelo periodo de 48 horas. Foram coletados das placas, lavados com M9 para retirada
de quaisquer compostos, e em seguida expostos a juglone (5-hidroxi-1,4-naftoquinona)
50uM em microtubos no homogeneizador por 1 hora. Ao término no tempo, 0s vermes
foram novamente lavados com M9, retirando o agente pré-oxidante. Os nematoides
foram transferidos para novas placas de MCN com E.coli e apés 24 horas, foi

contabilizada a sobrevivéncia dos vermes.

2.5 Determinacao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

As espécies reativas de oxigénio foram determinadas conforme descrito
anteriormente (GONZALEZ-MANZANO et al., 2012) com modificacdes. Os vermes
foram expostos em L1 até o estagio L4 com diferentes concentracées GBE. Os vermes
foram coletados para microtubos e foram lavados com M9, duas vezes, e em
sequéncia adicionado H2DCFDA (50uM) nas amostras. Com auxilio de um
homogeneizador, os vermes vivos ficaram em contato com a probe H2DCFDA (50uM)
por 1 hora e ap6s a finalizagdo do tempo, eles foram novamente lavados com M9 (trés
vezes a 3min a 7000rpm) e transferidos para uma placa de 96 poc¢os. Para devida
leitura foi utilizado um leito de microplacas (leitor de microplacas SpectraMax M5,
Molecular Devices®), analisando a intensidade da fluorescéncia de cada amostra,
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mensurada conforme a medida excitacdo: 485 nm; emissdo: 535 nm. Leitura cinética
de 1 hora com intervalos de 15 minutos, os resultados foram corrigidos por pg de

proteina

2.6. Determinacao das Tiois proteicos (SH) e Tiois Nao Proteico (NPSH)

O nivel de NPSH foi determinado de acordo com o método Elmann e
colaboradores (1961), os quais os vermes foram expostos conforme descrito
anteriormente. Os vermes foram coletados para microtubos, congelados e sonicados,
para consequentemente realizar o ensaio de NPSH. Com 70uL das amostras
homogeneizados foram precipitados com 70uL TCA de 10% (1:1 v:v), seguido de
centrifugacéo a 3000xg por 10 min a 4°C. O sistema de reag¢ao foi composto por 940uL
de tampéo fosfato de potassio dibasico 1 M, 50uL de amostra e 10uL de DTNB 5mM.
Para o ensaio de Tiois Total, foi utilizado tampéao fosfato de potassio dibasico 1M 0,081%
SDS seguido de centrifugacdo a 10000rpm por 10 min a 4°C apés adigao de 50uM de
DTNB. Para ambos os ensaios, apos 10 min de incuba¢do com DTNB a temperatura
ambiente (25°C), a microplacas foi realizada a leitura, com absorbancia 412 nm. Os
resultados foram expressos em % de controle apds correcdo por nivel de proteina

total.

2.7. Comportamento de C. elegans

Bombeamento faringeo - A taxa de bombeamento é medida pela contagem
dos movimentos visiveis da faringe (RAIZEN et al., 1995). Foram transferidos para
novas placas um verme por vez, num total de 5 vermes por tratamento, marcando 1
minuto de ambientacado e apds a contagem por um minuto dos movimentos da faringe.

Omega turn, reversal turn e movimento body bends — Os ensaios do
movimento omega turn foram realizados em placas de ensaio de NGM sem alimentos,
conforme descrito anteriormente (GRAY; COLINA; BARGMANN, 2005). Os vermes
foram transferidos individualmente para novas placas para analise do comportamento.
Com o auxilio de um estereomicroscopio (SZX16, Olympus, Téquio) foi aferido o
namero de omega turn durante 1 minuto, aqueles vermes que ao estimulados fazem
o0 movimento omega. No maximo foram realizados cinco toques por animal, e o
primeiro omega foi pontuado sob a observacéo de um giro acentuado cujo angulo de

giro deve ser maior que 120°.
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Para o movimento reversal, os procedimentos sdo quase iguais ao descrito
anteriormente pelo movimento 6mega, a diferenca esta, que durante um minuto sob o
estimulo, irdo aferir o retorno desde verme. J& o movimento body bends, sem
necesséario estimulos, deve contabilizar os movimentos da curva do corpo do
nematoide durante 1 minuto.

Velocidade de locomocéo e ensaio swimming - Os movimentos associados
a natagdo foram avaliados em vermes tratados e néo tratados de acordo com Ghosh
e Emmons (2008), com algumas adaptacdes. Os vermes foram expostos por 48 horas
ao GBE, posteriormente foram transferidos para uma placa de doze pocos contendo
200pL M9. Foram registrados os movimentos dos animais num periodo de 30
segundos (30 quadros por segundo) utilizando um microscépio estéreo Olympus SZ2-
LGB e uma camera Fujiflm FinePix JX500. O software de analise do video e
modelagem Tracker foi entdo usado para rastrear a velocidade dos movimentos de
cada verme. Calculou-se uma velocidade média e distancia percorrida para cada

grupo de 6 animais.

2.8. Determinacao das proteinas
A dosagem de proteina segundo o protocolo de Bradford (1976), foram medida
para correcdo da quantidade de vermes, utilizando-se albumina sérica bovina (1

mg/mL) como padréo.

3. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo determinado
pelo menos em triplicados de duas amostras independentes. Os testes estatisticos
foram realizados no GraphPad Prism versdo 6 (US Inc.) usando One-way ANOVA
seguido de post-hoc de Tukey. Para as andlises do movimento locomotor da
velocidade média do swimming foram utilizados como testes estatistico Kruskal-Wallis
seguido de post-hoc Dunn’s. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando o valor de p foi menor que 0,05 (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ha milhares de anos, o homem vem consumindo suplementos alimentares

como alternativa para tratamento de diversas patologias, relacionando seus beneficios
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as acOes antioxidantes e funcdes organicas. Na maioria dos casos, 0s antioxidantes
possuem privilégios, pelos seus nutrientes, de acentuar e melhorar acdes biolégicas
no corpo e através do consumo de certos alimentos, entre eles o Goji berry (CHAU-
DAHARI, 1999). Esta fruta em formato de baga tem sido utilizada como suplemento
alimentar, pela presenca de antioxidantes e pela ampla variedade de compostos bio-
ativos comprovados utilizando metodologia in vitro (LIN et al., 2021). Desta forma,
utilizamos como embasamento das concentragfes a serem testadas o célculo da
quantidade de compostos fendlicos 1.488,99 ug de equivalente de acido galico/mL
(GAE/mL), utilizando como curva padréo o acido galico.

No presente estudo pode-se realizar uma curva de toxicidade dose-resposta,
no qual encontrando uma LC50 de 1.56 pg GAE/uL. Neste caso, foram escolhidas
cinco concentracgdes, as quais apresentam uma margem de diferencgas entre elas, isto
€, sem mortalidade, pouca mortalidade e muita mortalidade (Fig.1A). Estes primeiros
resultados ja demonstram, que por mais que o Goji Berry apresente compostos
bioativos seu consumo em longo prazo deve-se ser cauteloso.

Dando continuidade, buscou-se analisar outros parametros nos vermes, como
a reproducéo e longevidade. Em relacdo a reproducéo, pode-se observar, que todas
as concentracfes testadas ndo alteram a postura de ovos, mesmo aquelas
concentracdes que ultrapassaram a LC50, sugerindo que sua toxicidade ndo envolve
a funcgéo reprodutiva (Fig.1B). Doses abaixo da DL50 causaram dano, nao o suficiente
para matar em 48h, mas diminuiram a qualidade de vida do verme

No entanto, avaliando a longevidade do nematoides, todas as concentracoes,
exceto a de 0.025 ug GAE/uL reduziram significativamente o tempo de vida e a vida
média destes vermes (Fig.1C), quando analisado se esta mortalidade estaria sendo
relacionada com a falta de ingestdo ou aversao alimentar, pode-se observar que nao
houve alteracdo no bombeamento da faringe (Fig.1D), descartando que a toxicidade
seria devido a falta de ingesta alimentar. Estes resultados encontrados corroboram
com os dados do nosso estudo anterior, no qual o suco de Goji Berry em C. elegans
em longo prazo, promoveram uma reducdo na longevidade sem afetar a progénie,
mas desequilibrando as defesas antioxidantes deste verme (RODRIGUES et al.,
2021).

Do mesmo modo, foi-se averiguar como estaria as defesas antioxidantes, neste

trabalho pode-se observar que o GBE em C. elegans em longo prazo, aumenta a
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peroxidacao lipidica na concentracédo 1.5 ug GAE/uL (Fig.2A). Por outro lado, o GBE
sua protecao contra o agente estressor na concentragao menor, ou seja, quanto maior
a concentragdo menor a protecao, um efeito concentracdo-dependente inversamente
(Fig.2B), no qual a concentracdo-dependente no aumento das espécies reativas de
oxigénio (Fig.2C), sem alterar niveis de tiois proteicos e nao proteicos (Fig.2D e 2E).
Sugerindo que este desequilibro nas defesas antioxidantes nos vermes frente a
exposicdo prolongada do GBE podem indicar dano oxidativo, o qual reduz a
longevidade. Diferentemente de outro estudo, o qual observou uma reducéo na
peroxidacdo lipidica e aumento nos niveis superoxido dismutase e glutationa
peroxidase, na bebida industrializada a base de Gb, GoChi (AMAGASE; SUN; BOREK,
2009). No entanto, 0 mesmo estudo afirma que os resultados encontrados podem nao
ser suficientes para apoiar efeitos benéficos em relagdo a marcadores antioxidantes
endogenos, principalmente por ndo ser em longo prazo.

Também foram observados outros parametros basicos em C. elegans,
especificamente relacionados a fungdo comportamental. Apesar, da exposicdo com
GBE em longo prazo promover aumento das espécies reativas, tal efeito parece ndo
influenciar ao movimento de cabeca dos animais (Fig.3A). Contudo, houve uma
reducdo significativa no movimento de reversal nos vermes na concentracdo 2ug
GAE/uL (Fig.3B) e um aumento na quantidade de movimentos 6mega turns nas
concentracbes 0.5 e 1.5ug GAE/uL (Fig.3C). Tal efeito sugere que a toxicidade
também foi demonstrada nestes ensaios comportamentais, sugerindo danos
neuronais. Os efeitos comportamentais estdo relacionados por multiplos fatores,
incluindo estimulos externos, estrutura neuronal e alterac@es fisiologicas mudancas
no meio interno do animal (HART, 2006).

Por outro lado, muitas alteragBes a nivel celular ou funcional em C. elegans
podem alterar profundamente a atividade basal e memoria. Portanto, os ensaios
comportamentais oferecem ao pesquisador ferramentas simples, sensiveis e
poderosas para predizer a funcdo neuronal. Desta forma, fomos analisar outros
parametros comportamentais, baseados na avaliacdo da locomocéo. Primeiramente,
quantificamos o numero de movimentos de natacao realizados por vermes suspensos
em meio liquido, revelando que na concentragdo 2ug GAE/UL houve uma reducao
significativa em relagéo aos néo tratados (Fig.4A).

Da mesma forma, observamos reducéao estaria na velocidade média, tornando-
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0s mais lentos (Fig.4B), sem alterar a amplitude (Fig.4C). Mas, influenciando o
comprimento da onda (Fig.4D) e a capacidade dos vermes se moverem (Fig.4E).
Nossos resultados apontam que o GBE estaria promovendo disfunc¢des do padréo de
locomocgéo, os quais poderiam ser influéncia de danos neuronais.

Naranjo-Galindo e colaboradores (2022), relaciona a qualidade de vida do C.
elegans com ensaios de sobrevivéncia, bombeamento faringeo, memoria,
comportamento e swimming do verme. Interligando os neurdnios no processo de
neuro degeneracao, neurénios dopaminérgicos (PD) com proteinas de agregacéo a-
sinucleina os ensaios de motilidade. Neurdénio GABAérgicos (AD) vinculados a
proteina de agregacdo TAU nos ensaios de bombeamento faringeo e swimming.
Neurdnio mecanosensoriais com a proteina de agregacao PolyQ para os ensaios de
memoéria. E neurbnios GABAérgicos (ALS), envolvendo a proteina de agregacédo a
TDP-1 para ensaios de sobrevivéncia e longevidade. Sugerindo que existe neurénios
envolvidos nas alteracdes comportamentais ocasionadas pelo aumento das espécies
reativas de oxigénio.

Além do mais, a neurodegeneracdo ndo se limita apenas ao aspecto
morfologico pela perda do neurbnio, mas apenas um efeito na sinalizacéo, o qual pode
ser acoplado com experimentos que nos dao uma indicacdo sobre o estado de
condicionamento fisico dos neurdnios de interesse, como 0 ensaio de resposta, ou a
capacidade de desacelerar e alterar a diregdo do movimento quando atinge o alimento
(NARANJO-GALINDO; et al., 2022).

CONCLUSAO

Durante muito tempo as bagas de Goji berry vem sendo consumidas em paises
asiaticos, ganhado credibilidade no mundo pela alta quantidade de nutrientes.
Entretanto, este presente estudo demostrou, que por mais que a baga da fruta
contenha propriedades antioxidantes, a ingesta em longo prazo, aqui representada
como equivalente ao acido galico, pode tornar-se pré-oxidante e acarretar danos
subsequentes a saude. Por isso, € de grande valia este estudo para investigar
concentragcdes nao toxicas e toxicas, as quais possam demonstrar o quéo cauteloso
deve ser uma suplementacao de Goji berry em longo prazo.

Contudo, este ensaio toxicologico pode observar as possiveis alteracdes

comportamentais frente a exposi¢céo aguda ao extrato do Goji berry (GBE), sendo que
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0 aumento das espécies reativas gerou um desequilibrio nas defesas antioxidantes,
causando toxicidade no modelo. Do mesmo modo, que afetou parametros
comportamentais, tais como omega turn, reserval e swimming. Sugerindo assim, que
possivelmente o GBE em longo prazo poderia estar agindo como um depressor, no
qual atua afeta a coordenac&o motora devido ao aumento das espécies reativas. Mas,
contudo, sdo necessarios mais estudos que viabilizem os possiveis mecanismos

envolvidos na neurobiologia.
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ANEXOS
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FIGURA 1: Analises na sobrevivéncia, postura de ovos, lifespan e bombeamento
faringeo (A) Efeitos do GBE exposto por 48 horas em vermes do tipo selvagem em
diferentes concentragdes (mg/uL), até a mortalidade de 50% (DL50). (B) O nimero de
ovos postos mediante a exposi¢cdo ao GBE nas concentracdes (C) Medicdo do tempo
de vida adulta nos vermes tratados diferentes concentracdes do GBE e média de vida,
no 13°dia (D) Numero de bombeamento faringeo/min dos vermes tratados com GBE.
As analises estatisticas foram comparadas com o controle e as diferentes
concentracfes dos grupos, usando como teste estatistico One-way ANOVA de
medidas repetidas seguidas de post-hoc Tukey’s. Os dados s&o0 expressos como
média + SEM. *indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo nao tratado analisado
por ANOVA two-way seguida de teste post-hoc de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 2: Efeitos do GBE frente ao estresse oxidativo em C. elegans. (A) Niveis
malondialdeido por grama de proteina, nos vermes tratados diferentes concentragcfes
de GBE. (B) Os efeitos do pré-tratamento a exposicdo ao GBE e pds-tratamento com
Juglone 50mM. (C) Producéo de espécies reativas de oxigénio (DCF-DA) por minuto
em vermes tratados com GBE e controle negativo do H202 0.5mM. Niveis de tiois
proteicos (D) e ndo proteicos (E) nos vermes tratados com GBE. As analises
estatisticas foram comparadas ao juglone 50mM na figura 2B e os demais graficos
foram comparadas em relacdo ao controle com as demais concentragfes, usando
como teste estatistico One-way ANOVA de medidas repetidas seguidas de post-hoc
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Tukey’s. Os dados sdo expressos como média £ SEM. *indica diferenca estatistica em
relacdo ao grupo nédo tratado analisado por ANOVA two-way seguida de teste post-
hoc de Tukey (p<0,05)
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FIGURA 3: Efeitos da GBE no comportamento em C. elegans. (A) Numero de
movimentos oscilatérios head thrashes por minuto (B) Numero de reversal por
segundo em (C) Numero de movimentos omega turn por minuto. As analises
estatisticas foram comparadas com o controle e as diferentes concentracdes dos
grupos, usando como teste estatistico One-way ANOVA de medidas repetidas
seguidas de post-hoc Tukey’s. Os dados sdo expressos como média + SEM. *indica
diferenca estatistica em relacdo ao grupo néo tratado analisado por ANOVA two-way
seguida de teste post-hoc de Tukey (p<0,05)
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FIGURA 4: Efeitos do GBE no ensaio swimming e locomoc¢ao em C. elegans. (A)
Numero de movimentos de swimming em 20 segundos. (B) Velocidade média dos
vermes expostos ao GBE. (C) Amplitude de swim dos vermes tratados com GBE. (D)
Comprimento de onda de swin nos vermes tratados com GBE. (E) quantificacdo da
distancia percorri no swimming nos vermes tratados com GBE, para estes ensaios foi
analisado estatisticamente pela significancia, sendo determinada pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn’s. As demais analises por One-way
ANOVA de medidas repetidas seguidas de post-hoc Tukey’s. Os dados s&o expressos
como média = SEM. *indica diferenca estatistica (p<0,05).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A suplementacéo faz parte do cotidiano da populagédo e o Goji berry (Gb)
ganhou muito espago por acdes antioxidantes devido a presenca de compostos
bioativos. Apesar da presenca de propriedades benéficas a quantidade excessiva em
longo prazo pode desencadear danos a saude. Com isso, neste trabalho analisamos
a exposicao ao suplemento Gb e seus efeitos em longo prazo, utilizando diferentes
concentracdes, as quais foram normalizadas por equivalentes de acido galico, como
um fator benéfico nas exposicdes, devido a presenca de compostos fendlicos e
concentracfes baixas consideradas antioxidantes. Mesmo assim, conseguimos
observar toxicidade crénica ao extrato hidroalcodlico de Goji Berry (GBE),
caracterizada por uma LC50 de 1,56 pg GAE/UL, sem alteracdes na reproducéo e

ingesta de alimentos.

Também observamos efeitos toxicolégicos na longevidade, pela producao de
espécies reativas de oxigénio, as quais aumentaram niveis de peroxidagéo lipidica.
Em relacdo das concentracbes maiores, 1,5 e 2 ug GAE/uL, também alteraram
parametros comportamentais, omega turn, reversal e swimming. Sendo assim,
sugerimos que o GBE nas concentracfes testadas poderia estar agindo como
depressor, afetando diretamente as fun¢cdes motoras. Entretanto, para obtermos tais
respostas sao necessarios maior evidéncias que assossiem relacdo da dose-resposta
com seus mecanismos envolvidos na toxicidade, e possiveis neurotransmissores,
interneurdnios e/ou neurbnio motores envolvidos. Diante disso, este trabalho serve
como um alerta para a populacao sobre a ingestao das bagas de Gb como suplemento,
100gr/dia.
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