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Resumo. O estudo teve como objetivo avaliar o potencial antimutagénico/mutagénico do extrato aquoso in natura do
noni através do Teste do Micronicleo in vivo e investigar o possivel efeito toxico do noni através do Teste de
Citotoxicidade in vitro. Os animais (6 animais/grupo) foram tratados por 15 dias consecutivos com extrato aquoso (via
gavagem) e no 15° dia receberam intraperitonealmente ciclofosfamida (CPA, 25 mg/Kg), sendo sacrificados 24 horas
apoés o tratamento para avaliagdo da frequéncia de eritrocitos policrométicos micronucleados (MNPCE). As células de
ovario de hamster chinés (CHO) foram incubadas com o extrato aquoso do noni has concentra¢gdes de 50, 200, 1000,
2500 e 5000 pg/mL por 3 horas e as células de Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE), utilizando concentrag6es de 1,0; 0,5 e
0,25 mg/mL do extrato do noni, incubadas por 24 horas. Apoés, foi realizado o teste de viabilidade celular com azul de
tripan, experimento realizado em triplicata. Os resultados obtidos mostram que o pré-tratamento com o extrato aquoso
do noni, sob as condi¢cdes testadas, reduziu significativamente a frequéncia de MNPCE (p<0,001) induzida pela CPA,
quando comparado com o grupo controle positivo. O grupo tratado somente com o noni ndo revelou efeito mutagénico.
As diferentes concentragfes do extrato aquoso do noni ndo apresentaram efeito téxico em células CHO e TAE quando
comparado com o grupo controle, ou seja, ha possibilidade de proliferagédo celular, quando em exposicdo com 0 noni,
nas condi¢des testadas. Assim, para garantir a seguranca do uso do noni, futuros estudos devem ser realizados para
verificar o mecanismo de acéo dos compostos isolados do extrato aquoso na prevencdo de danos ao DNA.
Palavras-chave: Antimutagenicidade, DNA, citotoxicidade e Morinda citrifolia.

Abstract. The aim of the study was to evaluate the antimutagenic/mutagenic potential of aqueous extract of the noni
through the Micronucleus Test in vivo and to investigate the possible toxic effect of noni through the in vitro Cytotoxicity
Test. The animals (6 animals/group) were treated for 15 consecutive days with agueous extract (via gavage) and on day
15" were given intraperitoneally cyclophosphamide (CPA, 25 mg/Kg) and sacrificed 24 hours after treatment for evaluate
of erythrocyte frequency micronucleated polychromatic (MNPCE). The chinese hamster ovary (CHO) cells were
incubated with aqueous extract of noni at the concentrations of 50, 200, 1000, 2500 and 5000 ug/ml for 3 hours and
Ehrlich ascitic tumor cells (TAE) using concentrations of 1.0; 0.5 and 0.25 mg/ml of the noni extract, incubated for 24
hours. After treatment, the cell viability test was performed with tripan blue, in triplicate. The results showed that
pretreatment with aqueous extract of noni, under the conditions tested, significantly reduced the frequency of MNPCE
(p<0,001) induced by CPA, when compared to the positive control group. The group treated only with noni showed no
mutagenic effect. The different concentrations of the noni aqueous extract showed no toxic effect on CHO and TAE cells
when compared to the control group, that is, there is a possibility of cell proliferation when exposed to noni under the
conditions tested. Thus, to ensure safety of noni use, future studies should be performed to verify the mechanism of
action of the isolated compounds of the aqueous extract in the prevention of DNA damage.

Keywords: Antimutagenicity, DNA, cytotoxicity and Morinda citrifolia.

Introducgéo segura é uma pratica extremamente relevante para
O estudo e a determinacdo de compostos 0 homem. Tais compostos sdo identificados em
medicinais ativos que podem ser usados de forma partes diversas das plantas, em especial os frutos.
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No entanto, o seu uso indevido pode trazer riscos e,
dessa forma sd@o necessarios estudos e testes que
certifiquem sua seguranca.

Algumas plantas sdo ditas como
guimiopreventivas, porém muitas delas podem
simultaneamente causar genotoxicidade, a qual
possui grande relagdo com o desenvolvimento de
diversos tipos de cancer, que podem gerar riscos
potenciais a sallde humana (Jimenéz et al., 2005).

Entre as plantas medicinais, popularmente
conhecidas como quimiopreventivas, esta a Morinda
citrifolia  Linn. Descoberta pelos polinésios,
vulgarmente chamada de noni, um arbusto
originario do Sudeste Asiatico e uma planta
medicinal folclérica tradicional usada a mais de
2000 anos na Polinésia. Além do efeito antitumor,
também tem sido relatado alguns efeitos
terapéuticos e valores nutricionais provindos do noni
(Wang et al., 2002).

A Morinda citrifolia contém  varios
componentes medicinais ativos com efeitos
terapéuticos. Experimentos laboratoriais in vitro e in
VivO com suco, extratos e componentes biolégicos
isolados do noni, demonstraram que 0 mesmo
pode conferir beneficios a salde no combate
a radicais livres, propriedades anticancer e
antiinflamatdria e estimulacdo do sistema imune
(Yang et al., 2007, Palu et al., 2008).

Embora os efeitos farmacolégicos e o0 uso
terapéutico do noni foram relatados em estudos
cientificos, o mecanismo de acdo para cada
terapéutica ainda ndo foi elucidado claramente,
assim como os efeitos adversos (West et al., 2006;
Palu et al., 2009). Portanto, a seguran¢a do seu uso
pela populacéo ainda n&o foi comprovada.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2008), o noni nao possui
histérico de consumo no Brasil e, portanto, a
comercializacdo de qualquer alimento contendo
esse ingrediente s6 serd permitida apds a
comprovacdo de sua seguranca de uso e registro,
conforme determinam a Resolucdo n°. 16/1999 e a
Resolugdo RDC n°. 278/2005, respectivamente.

Neste contexto, o presente estudo teve
como objetivo determinar o possivel potencial
antimutagénico/mutagénico do extrato aquoso in
natura da M. citrifolia (noni) in vivo, assim como o
potencial téxico da fruta in vitro.

Métodos
Sistema teste

In vivo: Foram utilizados camundongos
Swiss machos, com 6 semanas de idade, peso
médio de 25g, obtidos do Biotério Central da
UFMT/Cuiabé&. Durante todo o periodo experimental,
0S animais permaneceram no Biotério do
LiPeQ/UFMT/Sinop, sob condi¢des controladas de
temperatura (22 + 2°C), umidade relativa (55 +
10%)), ciclo de luz (12 horas claro/escuro), exaustéo
e recebendo racdo comercial peletizada e agua
filtrada ad libitum. O periodo de aclimatacédo foi de 2
semanas e nessa fase o0s animais passaram por
inspecao diaria de viabilidade.

In vitro: Células de ovario de hamster chinés
(CHO) com ciclo de 12h, foram cultivadas em meio
Ham’s F10 (Cultilab, Campinas - SP, Brasil),
suplementado com 15% de soro bovino fetal
(Cultilab, Campinas — SP, Brasil) e antibiéticos (0,1
mg/mL de estreptomicina e 0,06 mg/mL de
penicilina) e incubadas a 37°C e 5% de CO,
(Salvadori et al., 1994). Células de Tumor Ascitico
de Ehrlich (TAE) foram obtidas de um animal
contendo a forma ascitica do tumor, através da
realizag@o de lavado peritoneal com 20 mL de PBS
estéril. Posteriormente, as suspensfes celulares
foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos e
ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura RPMI
1640 (Cultilab, Campinas - SP, Brasil),
suplementado com 20% de soro bovino fetal.

Agente quimico

A Ciclofosfamida (CPA, Baxter) foi diluida
em solucdo salina 0,9% e administrada aos animais
intraperitonealmente, na concentracao de 25 mg/Kg
p.c. de acordo com Delmanto et al. (2001).

Noni (M. citrifolia L.)

As frutas foram adquiridas junto a um centro
de vendas de comércio informal no municipio de
Sinop/MT, Brasil. A polpa do noni foi obtida através
da friccdo da fruta sem a casca em uma peneira
plastica de 13 cm retirando-se as sementes. Em
seguida o extrato aquoso foi armazenado congelado
e descongelado em banho-maria a 30°C, no
momento da gavagem.

Para o teste in vitro o extrato agquoso
passou pela bomba de hidrovacuo para a extragédo
da &gua e dissecador antes de ser utilizado nas
concentracdes testadas. Foram utilizadas
concentracbes de 5000, 2500, 1000, 200 e 50
pa/mL do extrato em CHO e concentracdes de 1,0,
0,5 e 0,25 mg/mL do extrato em TAE.

Teste do micronucleo in vivo

A obtencdo e preparo das laminas de
eritrocitos de medula Ossea para avaliagdo da
frequéncia de microntcleo (MN) seguiram a
metodologia proposta por MacGregor et al. (1987).
Para cada animal duas laminas foram preparadas e
codificadas em teste cego. Analisou-se 2000
eritrécitos policromaticos (PCEs) por animal em
microscopio de luz (1000/lamina), com aumento de
1000 vezes (imersdo) para o registro da frequéncia
de eritr6citos  policromaticos  micronucleados
(PCEMNSs).

Delineamento Experimental: os animais foram
divididos em 4 grupos com 6 animais cada,
conforme descritos a seguir:

Grupo 1: Grupo controle negativo. Os animais foram
tratados com A&gua, via gavagem, durante todo
periodo experimental. No 15° dia os animais foram
tratados, por via intraperitoneal, com NaCl 0,9%
(0,AmL/10g p.c.) e sacrificados 24 horas apés o
tratamento para obtencdo de células de medula
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Ossea.

Grupo 2: Grupo controle positivo. Os animais foram
tratados com &gua, via gavagem, durante todo
periodo experimental. No 15° dia os animais foram
tratados, por via intraperitoneal, com CP (25 mg/kg
p.c) e sacrificados 24 horas ap6s o tratamento para
obtencéo de células de medula 6ssea.

Grupo 3: Grupo tratado a com o suco da polpa do
noni, via gavagem, durante todo o periodo
experimental. No 15° dia os animais receberam
tratamento intraperitoneal com CPA (25 mg/kg p.c.)
e sacrificados 24 horas ap6s o tratamento obtencéo
de células da medula 6ssea.

Grupo 4: Grupo tratado somente com 0 suco da
polpa do noni, via gavagem, durante todo o periodo
experimental. No 15° dia os animais receberam
tratamento intraperitoneal com NaCl 0,9%
(0,AmL/10g p.c.) e sacrificados 24 horas apo6s o
tratamento obtencao de células da medula 6ssea.

Teste de citotoxicidade

O efeito citotéxico do extrato do noni foi
avaliado pelo Teste de Viabilidade Celular,
utilizando o corante azul de tripan de acordo com
Sugui (2006). Foram plagueadas 0,25 x 10%/mL
células de CHO por concentracado testada (50, 200,
1000, 2500 e 5000 pg/mL) e 4x10°/mL células de
TAE por concentracdo testada (1,0; 0,5 e 0,25
mg/mL). O extrato do noni foi incubado por 3 horas
em CHO e 24 horas em TAE a 5% de CO,, 37° C.
Apés foram misturados 30 pL de cada suspensédo
celular com 30 pL do corante azul de tripan e a
viabilidade foi contada em camara de Neubauer.
Células nao viaveis coram-se de azul e o teste foi
realizado em triplicata.

Andlise estatistica
A frequéncia de células micronucleadas nos
diferentes grupos experimentais foi comparada pelo

teste qui-quadrado (Pereira, 1991). A porcentagem
de reducdo na frequiéncia de MN foi calculada de
acordo com Manoharan e Banerjee (1985) e Water
et al. (1990), através da formula:

% de reducdo = MNem A— MN em B x 100
MNem A—-MNemC

Onde A= grupo tratado com CPA (controle positivo);
B= grupo tratado com noni mais CPA e C= grupo
tratado com NacCl 0,9% (controle negativo)

Os dados obtidos no teste de citotoxicidade
foram avaliados pelo teste de Analise de Variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de médias Tukey,
sendo consideradas as diferencas com p<0,05
(Software Graphpad Instat, San Diego, Califérnia —
USA).

Principios Eticos

Essa pesquisa foi submetida ao Comité de
Etica em Uso Animal (CEUA/UFMT) e foi aprovada
dentro dos principios éticos e da legislacéo vigente,
sob 0 numero de protocolo 23708.780795/12-8.

Resultados e Discusséo

A Tabela 1 apresenta o efeito da Morinda
citrifolia (noni) sobre danos no DNA, quimicamente
induzidos pela ciclofosfamida (CPA), em
camundongos pré-tratados com o extrato aquoso do
noni. Os resultados mostram que o grupo tratado
com o extrato aquoso do noni e a ciclofosfamida,
polpa + CPA, reduziram significativamente
(p<0,001) a frequéncia de micronlcleos em
eritrocitos policrométicos de medula 6ssea, quando
comparados com o grupo controle positivo. O grupo
tratado somente com a polpa do noni nao
apresentou potencial mutagénico quando
comparado com o grupo controle negativo.

Tabela 1- Frequéncia de MNPCEs em medula 6ssea de camundongos Swiss machos apds pré-tratamento com extrato

aguoso do noni e CPA.

Numero de MNPCEs % de
Tratamentos células Reducéo
analisadas No. %
Agua + NaCl 0,9%° 12.000 54 0,45
Agua + CPA (25mg/Kg)” 12.000 238 1,98
Polpa + CPA (25mg/Kg) 12.000 98* 0,82 76*
Polpa + NaCl 0,9% 10.982° 46 0,42

2 Controle negativo; P Controle positivo; ¢ Células insuficientes na amostragem; p<0,001

Apesar de a M. citrifolia possuir diversos
efeitos bioldgicos na prevencdo de diversas
doencas, devido a suas propriedades nutricionais e
terapéuticas, estudos na area de quimioprevencao
do cancer sao relevantes. Sabe-se que 0s vegetais
e frutas possuem classes de agentes fitoquimicos
com diversas acdes terapéuticas, como efeitos
antioxidantes, antimutagénicos e
anticarcinogénicos (Kusamran et al., 1998).

Neste contexto, Kusamran et al. (1998)
avaliaram a atividade antimutagénica da M. citrifolia
(noni) em camundongos e identificaram atividade
protetora contra um agente clastogénico de acéo
indireta.

Kupradinun et al. (2011) observaram efeito
anticlastogénico da M. citrifolia contra os agentes
mitomicina C e ciclofosfamida através do Teste do
Micronucleo em reticuldcitos de sangue periférico de
camundongos, identificando 0 potencial
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guimioprotetor da fruta. Do mesmo modo, porém em
outro sistema teste, Palioto et al. (2009) observaram
o efeito antimutagénico do suco in natura do noni no
sistema methGl em Aspergillus nidulans, pela
diminuicdo da frequéncia de mutacdo espontanea
ou induzida quando comparado com 0s Qrupos
controles.

Wang et al. (2002) relataram o efeito
protetor do noni no estagio de iniciagdo do processo
carcinogénico de mama e figado, induzidos por
agentes 6rgaos-alvo especificos in vivo. Wang e Su
(2001) sugerem que o noni previne a formacado de
adutos de DNA na etapa de iniciacdo da
carcinogénese e que a atividade antioxidante de
compostos do noni provavelmente contribua para a
prevencdo do cancer.

Alguns constituintes quimicos da M.
citrifolia, responsaveis por atividades biologicas na
prevencéo e inibicAo do céncer, sdo citados na
literatura (Furusawa et al., 2003; Jensen et al.,
2003; Samoylenko et al., 2006; Brown, 2012 ). A
atividade protetora do DNA pode estar associada
aos grupos fendis, presentes nas flavonas, que
conferem acéo antioxidante, agindo como potenciais
agentes antimutagénicos (Ferreira, 2009).
Dussossoy et al. (2011) identificaram além dos
compostos fendlicos, os iridbides, presentes no
suco do noni que também estdo relacionados a
propriedade antioxidante.

Segundo Lavaut & Lavaut (2003), outro
componente fundamental é o damnacantal que
possui uma atividade sobre o sistema imune. Este
composto ativa as células-T que destroem células
tumorais, possivelmente apresenta atividade
anticancerigena.

Assim, os resultados obtidos da avaliagédo
do efeito modulador da M. citrifolia L. (noni) sobre a
clastogenicidade induzida pelo agente alquilante
CPA in vivo, nas condi¢Bes experimentais utilizadas,
sugerem que 0 extrato aquoso do noni possui
compostos que reduzem significativamente a
frequéncia de células micronucleadas da medula
0ssea de camundongos Swiss machos.

Diante de estudos controversos sobre o
efeito tdxico do noni (Muller, 2007; Marques, 2010;
Yu, 2011; Santana et al., 2013), fez-se necessario
verificar o potencial citotéxico do extrato aquoso do
noni in vitro.

A Figura 1 mostra que ndo houve diferenca
significativa na viabilidade celular em relacdo ao
tratamento com as diferentes concentracbes do
extrato aquoso do noni (50, 200, 1000, 2500 e 5000
pg/mL) em células CHO, quando comparado com
controle negativo. Este resultado mostra que h&
possibilidade de proliferacdo celular das células
CHO quando em exposi¢cdo com o nhoni, mostrando
gue o mesmo nao apresentou potencial téxico, nas
condicdes testadas.

A Figura 2 mostra que o extrato do noni, nas
concentracbes testadas, ndo apresentou efeito
antitumoral em células de TAE.

Citotoxicidade do Noni e CHO

5000 py =1 )17 10003 AT S

—a—Visbhdade ceity
Figura 1 — Viabilidade celular de células CHO tratadas

com extrato aquoso do noni, comparadas ao controle
negativo.

L]

0.2%=gmi

Figura 2 — Avaliacédo da viabilidade celular de células de
Tumor Ascitico de Erhlich (TAE) tratadas com extrato do
noni, comparadas ao controle basal. *Letra maiusculas:
comparagao entre os grupos tratados com extrato; Letras
mindsculas: comparacdo dos grupos tratados com extrato
e basal

Assim, os resultados apresentados no teste
de citotoxicidade ndo mostraram efeito citotoxico em
células CHO e TAE. Serafini et al.,, (2011) néo
observaram efeito citotéxico do extrato aquoso do
noni em células de fibroblastos de camundongos
(L929) apobs 24 horas de exposicdo com diferentes
concentracdes (0,05; 12 e 25 mg/mL) do extrato no
teste de citotoxidade pelo método direto (MTT).

De acordo com Furusawa (2003), o suco do
noni ndo é citotdxico para algumas linhagens de

culturas celulares, mas o noni pode levar
indiretamente  a morte celular de células
cancerigenas via ativagdo do sistema imune

envolvendo macrofagos, células natural Kkiller e
células T. Dessa forma, o suco do noni poderia ser
considerado um potente imunoestimulador com
atividade antitumor.

Taskin et al. (2009) investigaram o potencial
citotdxico do noni no crescimento do tumor ascitico
de Ehrlich, cultivadas em ratas fémeas Balb-c e
combinado com um agente anticAncer potente,
doxorrubicina.

Os didmetros de tecidos tumorais foram de
cerca de 40-50% menor, em comparac¢do com os do
grupo controle.

Thani et al. (2010) estudaram as atividades
antiproliferativa e antioxidante de véarios extratos do
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noni contra diferentes linhagens de células de
cancer humano in vitro, indicando o possivel
consumo do noni na quimioprevencao e tratamento
do cancer. Da mesma forma, Lishuang et al. (2011)
confirmaram o efeito citotéxico de compostos
isolados do noni na proliferacéo de células humanas
de cancer de pulméo e célon in vitro.

Assim, embora a literatura apresente
estudos divergentes no tocante a seguranca no uso
do noni, séo necessarias maiores investigagées em
relacdo aos riscos provenientes dos constituintes
ativos presentes nesta planta medicinal. Estas
evidéncias salientam a necessidade de programas
de saude publica que orientem sobre o consumo de
plantas medicinais que ainda ndo tenham
comprovacdes cientificas para efeitos clinicos e de
doses adequadas, como estratégia para a
manutencédo da salde e qualidade de vida humana.

Concluséo

Este estudo mostrou que o noni contém
compostos antimutagénicos, os quais indicam ter
provavelmente potencial quimiopreventivo contra
substancias genotdxicas. Por outro lado, nao
mostrou efeito toxico nos sistemas testes utilizados.
Assim, evidéncias experimentais que correlacionem
ingestdo de Morinda citrifolia L. (noni) e frequéncia
de mutacéo sdo ainda muito limitadas.
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