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Resumo

O consumo de goji berry (Lycium barbarum L.) tem despertado interesse mundial devido suas
excelentes propriedades nutricionais e funcionais, relacionada a diminuicdo do risco de
desenvolvimento de doencas cronicas decorrentes do estresse oxidativo, o classifica como um
“super alimento”. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do extrato aquoso de
goji berry nos parametros hematologicos e bioquimicos em ratos Wistar tratados com
varfarina. A concentracdo de fenois totais foi determinada pelo reagente Folin-Ciocalteau,
enquanto a capacidade antioxidante determinada pelo ensaio DPPH. Os animais foram
distribuidos em quatro grupos experimentais: dgua destilada (veiculo — controle negativo);
alimentados diariamente com o extrato (0,18 g.Kg™); tratados diariamente com agua destilada
e varfarina (0,5 mg.Kg?* — controle positivo) e aqueles tratados concomitantemente com o
extrato e varfarina, durante sete dias. Nossos resultados demonstraram elevada quantidade de
polifendis (6,19 + 0,3 mg EAG.g?) no extrato aquoso a 10 % (m.v't) e sugerem consideravel
atividade antioxidante (ICso 1068 pug.mL™). N&o observamos diferencas significativas entre os
perfis bioquimicos e hematol6gicos, ou sequer sinais de toxicidade do extrato quando
administrado sozinho. Os dados provenientes do uso concomitante com a varfarina séo

impressionantes e mostram aumento significante no tempo de protombina, com a
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potencialidade de sangramento. Coletivamente, essas observa¢es sugerem a propensao de
uma interagdo clinicamente importante entre a varfarina e o Lycium barbarum L., o que
compromete a seguranca deste medicamento e lanca luz para pesquisas futuras relacionadas a
uma compreensdo mais profunda dos mecanismos moleculares envolvidos.

Palavras-chave: Assisténcia a salde; InteracGes alimento-droga; Tempo de protrombina;

Tromboembolia venosa.

Abstract

The consumption of goji berry (Lycium barbarum L.) has aroused worldwide interest due to
its excellent nutritional and functional properties, related to the reduced risk of developing
chronic diseases due to oxidative stress, being classified as a “super food”. Thus, the aim of
this study was to evaluate the effects of aqueous extract of goji berry on hematological and
biochemical parameters in Wistar rats treated with warfarin. The concentration of total
phenols was determined by the Folin-Ciocalteau reagent, while the antioxidant capacity
determined by the DPPH test. The animals were divided into four experimental groups:
distilled water (vehicle - negative control); fed daily with the extract (0.18 g.Kg™); treated
daily with water and warfarin (0.5 mg.Kg™ - positive control) and those treated concomitantly
with the extract and warfarin, for seven days. Our results showed a high amount of
polyphenols (6.19 + 0.3 mg EAG.g?) in the 10 % aqueous extract (m.v'!) and suggests
considerable antioxidant activity (ICso 1068 pg.mL™). We did not observe significant
differences between the biochemical and hematological profiles, or even signs of toxicity of
the extract when administered alone. The data from concomitant use with warfarin are
impressive and show a significant increase in prothrombin time, with the potential for
bleeding. Collectively, these observations suggest the propensity for a clinically important
interaction between warfarin and Lycium barbarum L., which compromises the safety of this
drug and sheds light on future research related to a deeper understanding of the molecular
mechanisms involved.

Keywords: Delivery of health care; Food-drug interactions; Prothrombin time; Venous

thromboembolism.

Resumen

El consumo de la baya de goji (Lycium barbarum L.) ha despertado un interés a nivel mundial
debido a sus excelentes propiedades nutricionales y funcionales, relacionadas con la
disminucion del riesgo de desarrollar enfermedades crénicas derivadas del estrés oxidativo,
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clasificandolo como un “super alimento”. Por lo tanto, el objetivo de este estudio ha sido
evaluar los efectos del extracto acuoso de la baya de goji sobre pardmetros hematoldgicos y
bioquimicos en ratas Wistar tratadas con warfarina. La concentracion de fenoles totales se
determind mediante el reactivo de Folin-Ciocalteau, mientras que la capacidad antioxidante
fuera determinado mediante la prueba DPPH. Los animales fueron divididos en cuatro grupos
experimentales: agua destilada (vehiculo - control negativo); alimentado diariamente con el
extracto (0,18 g.Kg™?); tratados diariamente con agua y warfarina (0,5 mg.Kg™* - control
positivo) y los tratados simultaneamente con el extracto y warfarina, a lo largo de siete dias.
Nuestros resultados mostraron una alta cantidad de polifenoles (6,19 + 0,3 mg EAG.g™Y) en el
extracto acuoso al 10 % (m.v'!) y sugieren una actividad antioxidante considerable (ICso 1068
ng.mL™?). No hemos observado diferencias significativas entre los perfiles bioquimicos y
hematoldgicos, o siquiera signos de toxicidad del extracto cuando se administra solamente el.
Los datos provenientes del uso concomitante con warfarina son impresionantes y muestran un
aumento significativo del tiempo de protrombina, con potencial de hemorragia.
Conjuntamente, estas observaciones sugieren la propensién a una interaccién clinicamente
importante entre warfarina y Lycium barbarum L., lo que compromete la seguridad de este
farmaco y nos aclara para la busqueda de futuras investigaciones relacionadas con una
comprension méas exhaustiva de los mecanismos moleculares implicados.

Palabras clave: Asistencia sanitaria; Interacciones alimento-medicamento; Tiempo de

protrombina; Tromboembolia venosa.

1. Introducéo

A crescente procura por alimentos que apresentem caracteristicas sensoriais e
funcionais atraentes aos consumidores, bem como relacionadas a busca por uma melhor
qualidade de vida, incrementa o estudo dos alimentos (Caiizares et al., 2020). Evidéncias
cientificas mostraram que o fruto do Lycium barbarum, denominado goji berry ou wolfberry
(European Pharmacopoeia Commission, 2019), € uma fonte substancial de acidos organicos e
valiosos compostos bioativos (Donno et al., 2015; Lopatriello et al., 2017; Rocchetti et al.,
2018), além de carboidratos (Montesano et al., 2016), vitaminas, minerais (Llorent-Martinez
et al., 2013) e acidos graxos benéficos, como o linoleico e miristico (Blasi et al., 2017). Além
disso, pode estar relacionada a um amplo espectro de propriedade bioldgicas:
imunomoduladores (Ren et al., 2012), antitumorais (Tang et al., 2012), na satde epitelial do

intestino (Wang et al., 2019); anti-diabéticos (Tang et al., 2015) e anti-envelhecimento
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(Wojdyto, Nowicka & Babelewski, 2018). O conjunto dessas caracteristicas permite a sua
denominagdo como um “super alimento” (Yao, Heinrich & Weckerle, 2018).

Por outro lado, existe uma convicgdo popular de que fitoterapicos, por serem naturais,
sdo sempre seguros para 0 consumo (Zhang, Tian & Xie, 2015). No entanto, esse raciocinio
pode ser enganoso diante da possibilidade de sua interagdo com medicamentos. Tal situacdo
adquire contornos preocupantes em razdo do amplo acesso e aquisi¢do de plantas medicinais
no Brasil, comercializadas sem qualquer restricdo (Leung et al., 2008; Leite et al., 2016).

A varfarina é um anticoagulante oral indicado para a prevencdo e tratamento de
doencas tromboembdlicas importantes no contexto da saude publica, como embolia sistémica
e tromboembolismo venoso (Baker et al., 2009; Piatkov et al., 2010). Por apresentar baixo
indice terapéutico, torna crucial um monitoramento rigoroso do paciente, a fim de avaliar a
resposta da dose e 0 seu ajuste para evitar a ocorréncia de sangramento. Ainda hoje, apesar de
disponiveis no mercado outras opg¢des terapéuticas que ndo exigem esse acompanhamento
laboratorial, a varfarina permanece amplamente prescrita em todo mundo, ha mais 60 anos
(Pirmohamed et al., 2015).

Até onde sabemos, as evidéncias cientificas documentadas sobre a associagdo entre
Lycium barbarum e varfarina séo escassas e envolvem somente quatro publicacfes anteriores.
Lam, Elmer & Mohutsky (2001) descreveram um caso de uma paciente chinesa de 61 anos
com um aumento na Razdo Normalizada Internacional (RNI) para 4,1 ap6s ingerir cha de
Lycium barbarum L. e varfarina. Este episodio também foi demonstrado por Leung et al.
(2008), ao mencionarem uma mulher chinesa (80 anos), apresentando uma RNI de 4,97 e 3,86
depois de consumir cha de ervas contendo este fitoterapico. Rivera et al. (2012) relataram esta
correlacdo entre uma equatoriana-americana de 71 anos com uma RNI indeterminada (>120
segundos), possivelmente apos a ingestdo de suco de goji e o anticoagulante supracitado. Por
fim, Zhang, Tian & Wie (2015) relataram esta acdo adversa em um homem chinés de 65
anos (RNI = 3,84) posterior a ingestdo de vinho de goji berry. Tais achados sdo tidos como
clinicamente relevantes e, sem duvida, comprometem a eficacia do tratamento, aumentam os
seus custos e as readmissfes hospitalares, bem como a consequente sobrecarga do sistema de
salde.

Os exemplos acima sugerem uma provavel interacdo deste fitoterapico na
farmacocinética da varfarina. Isso abre caminho para uma investigagdo mais minuciosa, de
forma a compreender os mecanismos envolvidos e preencher as lacunas existentes. Portanto,
levantamos a hipGtese de que o Lycium barbarum, como fonte de compostos bioativos, pode

influenciar na coagulagdo sanguinea e, consequentemente, alterar o tempo de protombina.
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Assim, o objetivo deste estudo é a analise da atividade antioxidante e dos compostos fendlicos
totais do extrato aquoso de goji berry, por meio de testes ex vivo e in vitro. Além disso,
investigamos os efeitos deste extrato sobre os parametros hepaticos e hematoldgicos em ratos

Wistar adultos saudaveis e anticoagulados com varfarina.

2. Metodologia
2.1 Material vegetal

Nesta pesquisa laboratorial de natureza quantitativa (Pereira et al. 2018), amostras de
goji-berry (Lycium barbarum) foram adquiridas no comércio local de Alfenas-MG, Brasil, em
agosto de 2019. Em seguida, foram armazenadas a -20 °C até as andlises. Além disso, no
momento da aquisicdo, observou-se a disponibilidade das informacdes apresentadas nas

embalagens quanto a presenca de sua interagdo com medicamentos.

2.2 Obtencao dos extratos aquosos

Os frutos de goji-berry foram submetidos a secagem em estufa com circulacdo de ar
(Nova Etica®, Brasil) por 96 horas/45 °C. Posteriormente, foram triturados em moinho de
facas (Marconi®, Brasil) e tamisados (granulometria igual ou inferior a 0,42 mm/40 mesh)
para conferir uniformidade. O preparo dos extratos procedeu-se de maneira a simular o
processo tradicional de consumo humano do fitoterapico: infusdo de 10 g da droga vegetal a
100 mL de &gua destilada a 90 °C, por 10 minutos. Com o intuito de padronizar as particulas
insolGveis, essa mistura foi filtrada em papel de filtro Whatman qualitativo.

2.3 Determinacao do teor de fendlicos totais

O conteudo de fenolicos totais do extrato foi estabelecido pelo ensaio colorimétrico,
adaptando o método ja relatado por Woisk & Salatino (1998). Resumidamente, 0,1 mL
(91 mg.mL™) de amostra foram adicionadas a 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu (Merck®,
Alemanha) diluido em agua destilada (1:10). Decorridos oito minutos, adicionou-se 0,4 mL
da solucdo de carbonato de sodio a 4 % (m.v?) e, ap6s agitagdo manual, os tubos foram
incubados a temperatura ambiente (22 + 2 °C) por duas horas, evitando a exposicdo a luz.
Posteriormente, determinou-se em espectrofotdmetro  UV-Vis (Shimadzu®, Japdo) a
absorbancia a A 740 nm. Por fim, os resultados foram calculados por regressdo linear,

utilizando-se uma curva padréo de &cido galico nas concentragdes entre 0,1-13 mg.mL* e os
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resultados expressos em miligramas de &cido galico equivalentes por grama de extrato
(mg.GAE g) (y =0,1101 x - 0,028; R? = 0,9996).

2.4 Determinacdo da atividade antioxidante
2.4.1 Andlises in vitro

A porcentagem de atividade antioxidante foi realizada pelo método de captura de
radicais livres 1,1-diphenyl-1,2-picrylhydrazyl (DPPH), de acordo com Hatano et al. (1988).
A 4 mL de diferentes diluicbes do extrato aquoso (2275-71,09 pg.mL™?) foi adicionado 1 mL
da solucdo de DPPH (0,5 mmol.LY) em etanol (>96 %, Vetec®, Brasil). A mistura foi
armazenada em tubo de ensaio ambar e agitada manualmente. Decorridos 30 minutos em
repouso a temperatura ambiente (22 + 2 °C), a absorbancia foi determinada
espectrofotometricamente a A 517 nm (Shimadzu®, Japdo). A atividade sequestrante de
radicais DPPH foi expressa em porcentagem e o BHT foi utilizado como controle.

A descoloracdo do radical DPPH em porcentagem, foi calculada de acordo com a

férmula:
% Inibi(;éo =100 - [(Acont— AExtr)/Acont] x 100

Em que: A cont Toi a absorbancia do controle (DPPH, Vetec®, Brasil) e Aexr a absorbancia da

amostra em solugéo.

2.4.2 Andlises in vivo e desenho experimental

Apds a aprovacdo da Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Alfenas (Unifal-MG), Alfenas, Brasil (CEUA, protocolo n° 041/2019), ratos machos
adultos Wistar (Rattus norvegicus), pesando 250-290 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade supracitada foram alojados em gaiolas individuais de ago inoxidavel em
condi¢cBes ambientalmente controladas, ou seja: temperatura de 22 + 2 °C, com ciclo
claro/escuro de 12 horas e umidade de 80 £ 5 %. Receberam agua destilada e racdo comercial
ad libitum. Para inducdo da anticoagulacdo foram administradas doses Unicas diarias de
0,5 mg.kg™ de varfarina (Li et al., 2016), dois dias antes da eutanasia, no mesmo horario.

Os animais foram sistematicamente divididos em quatro grupos experimentais de seis

ratos cada:

Grupo 1: controle negativo (a4gua destilada);
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Grupo 2: extrato aquoso de goji berry (2 mL.Kg™* de extrato aquoso de goji berry);
Grupo 3: controle positivo (ratos tratados diariamente com 0,5 mg.kg™ de varfarina e agua
destilada);

Grupo 4: ratos tratados concomitantemente com extrato aquoso de goji berry e varfarina.

O extrato foi administrado por gavagem, uma vez ao dia, por sete dias, em idéntico
horéario, pelo mesmo experimentador, assim como a agua destilada do controle. A dose diaria
incorporada foi de 2 mL.kg™, proporcional a uma xicara (140 mL) de extrato de goji berry em
um humano de 70 Kg. No oitavo dia, os animais foram anestesiados com isoflurano 100 %
(Cristalia®, Brasil) para coleta do sangue por puncéo cardiaca, o qual foi adicionado em tubos
contendo EDTA para realizacdo do hemograma; em tubos com citrato para estimativa do
tempo de protrombina; e em tubo seco para obtencao de soro. Logo apds, estes animais foram
submetidos a eutanasia por exsanguinagdo por pun¢do cardiaca com o animal anestesiado,
para a retirada do figado. O sangue colhido em citrato foi centrifugado (1.000 x g, Fanem®,
Brasil) por 10 minutos para separacdo do plasma e, o sangue em tubo seco, para obtencao do
soro. O tecido hepatico foi lavado com solucéo salina 0,9 % e congelado a -20 °C submerso

em solugdo tampéo fosfato (pH 7,4).

2.4.3 Determinacéo da inibicdo da peroxidacéo de lipideos no tecido hepatico

A peroxidagéo de lipidios foi medida pela formacao de substancias reativas com &cido
tiobarbiturico (TBARS), empregando o método de Winterbourn, Gutteridge & Halliwell

(1985), como se segue.

2.4.3.1 Preparacgdo do homogenato

Amostras de figado foram pesadas e maceradas em homogeneizador de tecidos
(Tecnal®, Brasil) em banho de gelo, com solugio tampéo fosfato de sodio 0,1 mol.L2, pH 7,4
(volume equivalente a quatro vezes o peso fresco de tecido). O homogeneizado foi
centrifugado (Fanem®, Brasil) a 3.000 x g, durante 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi

coletado e utilizado nos ensaios.

2.4.3.2 Determinagéo do teor de proteina total
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Aliquotas de 150 pL do sobrenadante foram adicionadas a 750 pL de acido fosforico
1,22 mol.Lt, 750 pL de &cido tiobarbittrico 0,67 % (p.v!, em acido acético glacial) e
1350 pL de agua destilada, agitadas em vortex (IKA® MS1 Minishaker). Essa mistura foi
aquecida em banho de agua a 90 °C, por 10 minutos. Apos o resfriamento em banho de gelo,
até a temperatura ambiente, foram adicionados 1,8 mL de metanol (Merck®, Alemanha),
agitando-se e, em seguida, procedendo-se a centrifugacdo por cinco minutos a 900 x g. A
fracdo contendo metanol foi recolhida e utilizada para a determinacdo da absorbancia
(Shimadzu®, Japdo) a A 532 nm. A concentracio de TBARS foi calculada a partir da curva
padrdo de dialdeido malénico (MDA; 1,1,3,3 tetraetoxipropano) e os resultados expressos
como micrograma de MDA por grama de proteina (UM de MDA/g de proteina). A proteina
total do homogeneizado do figado foi quantificada pelo método de Bradford (1976),

utilizando-se albumina sérica bovina como padréo.

2.4.4 Realizacdo do hemograma

Foram avaliados os seguintes parametros hematoldgicos: hemacia, hemoglobina e
plaqueta. Procedeu-se a analise utilizando amostras de sangue coletado em tubos contendo
EDTA, processadas em um contador hematolégico automatico de células Counter 19®
(Wiener Lab, Argentina), previamente calibrado conforme orientacéo do fabricante.

2.4.5 Realizacdo do tempo de protrombina

Procedeu-se a leitura em coagulémetro automatico Quick-timer® (Drake, Brasil),
segundo a metodologia proposta por Quick, Stanley-Bronwn & Bancroft (1935). Os

resultados foram expressos em relacdo a RNI.

2.4.6 Avaliacao da funcao hepatica

As analises bioguimicas: aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), albumina, creatinina e proteinas totais foram realizadas pelo método colorimétrico em
0,5 mL de soro dos animais, utilizando kits comerciais (Labtest Diagnostica®, Brasil) e
cumprindo rigorosamente as instrucdes do fabricante. Procedeu-se as leituras no analisador
automatico Labmax Plenno® do fabricante supracitado, recém calibrado (Calibra H) e aferido

com soro controle (Qualitrol 1H e 2H) da mesma marca.
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2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Posteriormente, com 0
propdsito de comparar as médias, utilizou-se o teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos como a média +

desvio padréo, usando o programa GraphPad Prism, versdo 7.01 (GraphPad®, EUA).

3. Resultados e Discussao

Diversos metabolitos secundarios oriundos de produtos naturais sdo relacionados as
propriedades antioxidantes, sendo os compostos fendlicos aqueles mais eficazes (Guo et al.,
2020; Navajas-Porras et al., 2020). Estas substancias tém a capacidade de inativar espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio em razdo da presenca de grupos —OH diretamente ligados a
anéis aromaticos, que podem quelar metais pro-oxidativos, ativar enzimas antioxidantes,
inibir a peroxidacao lipidica e também promover reacdo oxidativa in vitro (Nieva-Rchevarria,
Goicoechea & Guillén, 2017; Olszowy, 2019).

E sabido que os compostos fendlicos sdo os principais componentes bioativos
responsaveis pela atividade antioxidante das frutas (Ge et al., 2021; Lou et al., 2020), e, diante
dos seus beneficios, passaram a ser explorados em diversas areas. Por exemplo, sua
incorporagdo a dieta de consumidores que procuram alimentos funcionais (Pogacnik, Ota &
Ulrih, 2020), além de representarem uma boa alternativa aos antioxidantes sintéticos nas
indUstrias de alimentos e medicamentos, por ser considerado um ingrediente seguro
(Olszowy, 2019; Food Ingredients & Packaging, 2019).

Pesquisas anteriores indicaram que o goji berry € uma fonte valiosa de acidos cafeico,
p-coumarico, fertlico e clorogénico, rutina, quercetina, morina, mircetina, apigenina,
miricitrina, catequina, epicatequina e o kaempferol (Qian, Liu & Huang, 2004; Le, Chiu, &
Ng, 2007; Forino et al., 2016; Protti et al., 2017; Conidi, Drioli & Cassano, 2020).

No presente estudo verificou-se um teor de fendlicos totais de 6,08 =+
1,18 mg.EAG.g!, expressos como equivalente de acido galico (EAG). Este resultado é
superior ao encontrado em muitas das frutas consumidas no Brasil (Alara et al., 2019; Denger
et al., 2019; Pedro et al., 2019). Além disso, Skenderidis et al. (2019) observaram para
espécies coletadas em diferentes meses na Grécia, resultados semelhantes aos aqui relatados
(6,19 + 0,3 mg.EAG.g!) e superiores aos 2,68 mg EAG.100g™* obtidos por Donno et al.
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(2015), em frutos provenientes da Italia, e também aos relatados por Rocchetti et al. (2018) e
Benchennouf et al. (2016).

As diferencas encontradas acima podem ser justificadas a fatores que véo desde o
ambiente de onde a planta foi coletada, como composicdo do solo, umidade, condi¢bes
climéticas, estagio de maturacdo, presenca de predadores, até as condigdes extrativas, tais
quais a seletividade e polaridade do solvente, pH, temperatura e método extrativo (Gobbo-
Neto & Lopes, 2007; Zlabur et al., 2020).

O ensaio de DPPH (Figura 1) foi utilizado para avaliar a capacidade sequestrante de
radicais livres do extrato aquoso do goji berry. A Figura 1 apresenta a porcentagem de
atividade antioxidante encontrada para diferentes concentragdes do extrato (2275,00 — 71,09
ug.mL™%).

Figura 1. Atividade sequestrante de radical DPPH do extrato aquoso de goji bery.
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568,75

80 - 11375
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601 71,09

40
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Fonte: Autores (2020).

Neste teste obteve-se um valor de CEsp (concentracdo necessaria para causa 50 % do
efeito) de 1068 pg.mL™* superiores aos 1150 + 7,1 pug.mL™* obtidos por Skenderidis et al.
(2019) em frutos coletados na Grécia (Skenderidis et al. 2019). Ja Yang et al. (2013) ao testar
compostos isoladas da L. Barbarum encontraram CEsp de 58,1 + 9,3 uM (Yang et al., 2013).
Para compostos isolados, Mocan et al. (2018) obtiveram resultados que variaram 8,79 + 0,21
pug.mLte 9,35+ 0,68 ug.mL™.

Estimar a extensdo da peroxidacdo lipidica tem grande importancia em diversas
patologias associadas ao estresse oxidativo, em que espécies reativais de oxigénio atacam
varias classes de biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidios (Tsikas, 2017). A Figura
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2 mostra os resultados encontrados de indice de inibicdo peroxidacdo lipidica em figado de
ratos para 0s quatro grupos de animais.

Figura 2. indice de inibicdo da peroxidacdo de lipideos em figado de ratos com diferentes

tratamentos.
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V: varfarina; GB: extrato aquoso de goji bery. Fonte: Autores (2020).

E interessante observar que os animais tratados apenas com o extrato aquoso do Goji
berry tiveram uma consideravel diminuicao da peroxidarao lipidica.

O resultado das analises dos parametros hematoldgicos evidenciou que ndo houveram
alteraces significativas (p>0,05) entre o controle negativo (dgua destilada) e os animais que
receberam diariamente (por sete dias) apenas o extrato (2 mL.Kg™), em relagdo ao nimero de
hemécias, hemoglobina e plaquetas (Tabela 1) sugerindo uma aparente “seguranga” no
consumo de goji berry, uma vez que niveis anormais destes biomarcadores podem indicar
diversos desequilibrios fisiologicos, tais como inflamacGes, eventos tromboembdlicos,
hemorragias, processos infecciosos e hemolise (Sherkatolabbasieh, Firouzi & Shafizadeh,
2020). Por outro lado, se considerarmos a alta meia vida das hemécias (120 dias), sdo
necessarias novas pesquisas com um tempo de tratamento maior para constatacdo de
eventuais alteracGes nestas células. No entanto, ficou claro que a ingestdo do extrato nédo
induziu a hemolise.

Os testes bioquimicos avaliaram os niveis de aminotransferases, aloumina e proteinas
séricas (Tabela 1). A aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) sdo
enzimas encontradas principalmente no figado, mas também pode ser secretadas em menores
quantidades por outros érgdos, tais como rins e coracdo (Rasool et al., 2020). Estas enzimas

sdo utilizadas como biomarcadores para triagem de funcdes hepaticas (Zhang et al., 2020).
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Nossos resultados mostram que né&o foi observada nenhuma alteracdo significativa entre os
grupos (p>0,05), o que pode indicar a auséncia de toxicidade no tecido hepatico nas doses
administradas apenas com o extrato de goji berry e naquelas com uso concomitante de goji
berry e varfarina. Cumpre destacar, que até onde sabemos, dados hematoldgicos provenientes
da administracdo de goji berry e varfarina estdo sendo esclarecidos pela primeira vez nessa

pesquisa.

Tabela 1. Parametros hematoldgicos de ratos com diferentes tratamentos, apds sete dias.

. Grupos
Parametros
. . . Goji bery +
Controle negativo Goji bery Varfarina .
varfarina
Hemacia 8,099 + 0,45 8,103 £ 0,67 - -
Hemoglobina 13,3+1,69 14,050 + 1,54 - -
Plaqueta 582,17 + 1,05 491,08 +1,41 - -
Albumina (mg/dL) 3,90 +0,10° 4,33 +0,41° 4,00+0,17° 3,73 +0,15°
Proteinas séricas
6,53 +0,23° 6,73 £0,31° 7,00+0,17° 6,06 +0,32°
(mg/dL)
AST (mg/dL)? 109,66 + 18,01 98,53 +0,23° 110,56 + 13,31° 101,91 +£5,19°
ALT (mg/dL)? 49,25 +9,02° 54,49 + 5,012 50,67 + 7,042 55,55 + 8,182

IAST: aspartato aminotransferase; 2ALT: alanina aminotransferase. Fonte: Autores (2020).

O controle do nivel de anticoagulacgdo foi feito pelo tempo de protrombina (TP) e os
resultados foram expressos na RNI (Figura 3). O TP é o ensaio mais utilizado para
monitoramento do indice terapéutico e da seguranca da terapia anticoagulante, pois avalia 0s
fatores 11, V, VIl e X da coagulacdo, fornecendo dados referentes ao risco de sangramento ou
ao estado de coagulagdo dos pacientes. Estes dados sdo fundamentais para a avaliagdo de

novas alternativas aos anticoagulantes tradicionais (Silva et al., 2020).
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Figura 3. Raz&o Normalizada Internacional de ratos com diferentes tratamentos.
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V: varfarina; GB: extrato aquoso de goji bery. Fonte: Autores (2020).

Observou-se que os animais tratados apenas com o extrato aquoso de goji bery ndo
tiveram alteraces significativos no TP (p>0,05). Além disso, a Figura 3 mostra que o RNI foi
de 2,05 e 2,29 para os ratos tratados apenas com varfarina e tratados com goji berry +
varfarina, respectivamente. E interessante notar que todos nossos resultados estdo dentro da
faixa terapéutica segura de RNI, que vai de 2,0 a 3,0. Pontuamos que, quando tal indice é
menor que o referido intervalo, ha o risco de trombose; por sua vez, quando maior, existe o
risco de sangramento (Rudasill, Liu & Kamath, 2019). Neste aspecto, os indicadores mostram
que a ingestdo de extrato em ratos anticoagulados aumentou o RNI, indicando uma provéavel
interacdo entre eles. Este fato, adquire contornos ainda mais preocupantes ao se constatar que
nenhuma frase de alerta estava disponivel na rotulagem das amostras adquiridas para a
realizacdo deste estudo. Por fim, podemos sugerir que a dose administrada de 0,18 g de goji
bery/kg foi segura para estes animais. Ja para humanos, uma dose diaria de L. barbarum de
6 g por trés dias ndo afetou o RNI de trés pacientes com valores cardiacos protéticos que
estavam fazendo uso com varfarina (Zhang, Tian & Xie, 2015).

A varfarina € um anticoagulante oral antagonista da vitamina K, comercialmente
encontrado como uma mistura racémica de varfarina R e S, sendo que cada enantibmero é
metabolizado por enzimas distintas. A S-varfarina & metabolizada principalmente pela enzima
CYP2C9. Entdo, qualquer composto que provoque a sua inibicdo pode diminuir o
metabolismo da S-varfarina, aumentando seu efeito, o que é particularmente perigoso, ja que
este é o isdbmero mais potente (Kaminsky & Zhang, 1997). Dentre os possiveis inibidores
desta enzima estd o goji berry, sendo que na literatura ja foram publicados alguns trabalhos
associando o consumo de produtos a base desta fruta com o aumento da RNI em pacientes
usuarios de varfarina. Como nestes manuscritos a quantidade de fruta consumida pelos
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pacientes alternou consideravelmente, os aumentos do RNI também foram bastante distintos,
variando entre 3,86 a 4,97 (Lam, ElImer & Mohutsky, 2001; Leung et al., 2008; Ulbricht et al.,
2008; Rivera et al., 2012; Zhang, Tian & Xie, 2015).

E interessante notar que a maioria dos estudos com o0 goji berry sdo direcionados
apenas em polissacarideos, considerando-0s como 0s principais componentes bioativos deste
fruto (Tang et al., 2015; Yang et al., 2015; Wu et al., 2018). Entretanto, muitos destes
manuscritos falham ao ndo levar em consideracdo que extratos vegetais sdo amostras
complexas, sendo possivel obter varias classes de metabolitos secundarios com as mesmas
condicBes extrativas (Annadurai et al., 2021). Dessa forma, sem mais andlises, é dificil
atribuir a atividade antioxidante a somente um grupo de compostos especifico, considerando o
potencial antioxidante de diversas outras substancias, como carotenoides (beta-caroteno,
luteina, licopeno, zeaxantina, dipalmitato de zeaxantina, monopalmitato de zeaxantina,
palmitato de beta-criptoxantina) e vitaminas (acido ascorbico tiamina, riboflavina e tocoferol),
ja isolados de Lycium barbarum (Inbaraj et al., 2008; Wang et al., 2010; Amagase &
Farnsworth, 2011; Wojdyto, Nowicka & Babelewski, 2018; Ahad et al., 2020; Skenderidis et
al., 2019; Abuduaibifu & Tamer, 2019).

Assim, o presente estudo propde um novo olhar para a composicao fitoquimica do goji
berry, estabelecendo uma correlagdo positiva entre o teor de fendlicos totais e a atividade
antioxidante, por meio de um coeficiente Pearson positivo de 0,9127.

Como pontos positivos do presente estudo, podemos citar a eficiéncia da extragdo dos
compostos fenolicos em agua, o que é mais realistico se comparado a forma de consumo
habitualmente empregada em humanos, além de corroborar uma abordagem ecologicamente
correta. Em acréscimo, os resultados foram interpretados de acordo com diversos parametros,

e ndo de forma isolada, na tentativa de responder os potenciais efeitos esperados.

4. Concluséo

Aqui, demonstramos que o extrato aquoso de goji berry a 10 % (g.mL™) apresentou
consideravel capacidade sequestrante de radicais DPPH, diretamente relacionada a sua
concentragdo, com um valor de ICso de 1068 pg.mL™. Como esperado, foi verificado o efeito
inibitério da peroxidacdo lipidica, com reducéo significativa dos seus niveis entre animais do
controle negativo e tratados, evidenciando a potencialidade de influéncia positiva na salde.

Estes resultados podem estar diretamente relacionados ao elevado teor de compostos
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fendlicos totais observado nas amostras, evidenciados por um alto coeficiente de correlacdo
de Pearson (0,9127).

Considerando a elevada meia vida da hemacia (120 dias), possivelmente o tempo
experimental de sete dias na concentracéo de 0,18 g.kg-* (equivalente a 140 mL/dia) ndo foi o
bastante para observar diferenca significativa nos parametros hematoldgicos entre 0s grupos.
Porém, ficou evidente que o extrato ndo induziu a hemolise. Curiosamente, apesar de néo ter
sido detectada toxicidade no consumo do extrato, quando coadministrado com a varfarina,
resultou no aumento da atividade anticoagulante, evidenciado pela elevacdo do tempo de
protombina, observagdo também semelhante aos relatos clinicos em humanos ja mencionados.

Esse cenario adiciona evidéncias importantes a respeito dessa interacdo, de potencial
risco para pacientes em tratamento com este medicamento. Certamente, esse € um assunto
importante, 0 que exige a adoc¢do de estratégias que vao desde a disponibilizacdo de frases de
alerta na rotulagem do produto até a orientacdo de médicos e farmacéuticos acerca do
gerenciamento dos pacientes, tanto na deteccdo, notificacdo, quanto no monitoramento
rigoroso do RNI dos mesmaos.

Por fim, nossos resultados fornecem subsidios para estudos futuros, mais detalhados,
incluindo a andlise antioxidante por outros métodos, como ATBS e FRAP, além da
prospecgdo fitoquimica para identificacdo e quantificagdo dos compostos fenolicos do extrato.
Além disso, apesar dos esforcos para superar as limitacdes aqui relatadas, o entendimento
conclusivo do(s) possivel(is) mecanismo(s) molecular(es) envolvidos nessa complexa

resposta bioldgica, como o estudo da enzima P450, precisa ser amplamente explorado.
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