CIENCIAS BIOLOGICAS

AVALIACAO DA ATIVIDADE GENOTOXICA
E ANTIGENOTOXICA DO EXTRATO
ETANOLICO DOS FRUTOS DE MORINDA
CITRIFOLIA

Débora Kuck Mausolff Papke!
Franciele Souza Santos?

Mariana Leal Ambrozio®

Thienne Rocha Pires*

Graciela da Costa Gongcalves®

Alice GomesFerraz®

Germano Pinho de Moraes’
Alexandre de Barros Falcio Ferraz®
Ivana Grivicich®

Jaqueline Nascimento Picada’

RESUMO

Morinda citrifolia (Rubiaceae) ¢ uma planta medicinal conhecida popularmente como
“noni”, que vem sendo estudada quanto as propriedades farmacologicas, tais como bactericida,
analgésica, anti- inflamatdria e imuno- estimulante. O presente estudo teve como objetivos avaliar
as atividades genotoxicas e antigenotoxicas do extrato etanolico dos frutos de Morinda citrifolia
em camundongos, utilizando o teste cometa alcalino. Os resultados obtidos demonstraram que ndo
houve aumento de danos ao DNA ap6s dose unica ou repetidas do extrato em sangue periférico de
camundongos. Por outro lado, o extrato apresentou efeitos antigenotoxicos em sangue periférico
coletado 24 h apos trés dias consecutivos de administracdo. Através deste estudo € possivel concluir
que o extrato etanolico dos frutos de Morinda citrifolia apresenta atividade protetora contra danos
oxidativos ao DNA sem induzir efeito genotoxico.

Palavras-chave: Morinda citrifolia, genotoxicidade, antigenotoxicidade.

ABSTRACT
Morinda citrifolia is a medicinal plant popularly known as noni, whose pharmacological
properties as bactericide, analgesic, anti inflamatory, and imuno stimulant have been studied. The
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aims of this study were to evaluate the genotoxic and antigenotoxic effects of an ethanolic extract
from Morinda citrifolia fruit using alkaline comet assay in mice. The results showed that there was
not an increase in DNA damage after a single dose or repeated doses of the extract in peripheral
blood of mice. However, the extract showed antigenotoxic activities in peripheral blood collected
24 h after three consecutive days of treatment. In conclusion, the ethanolic extract from Morinda
citrifolia fruit has protective actions against DNA oxidative damage without inducing genotoxic
effects.
Keywords: Morinda citrifolia, genotoxicity, antigenotoxicity.

INTRODUCAO

Morinda citrifolia ¢ uma planta que pertence a familia Rubiaceae, originaria das
ilhas do Pacifico, Sudeste Asiatico e outras areas tropicais e subtropicais. Popularmente
como “noni” ¢ utilizada pelos polinésios na medicina popular ha mais de 2000 anos
(LI et al., 2008; MUTO et al., 2010). Essa planta ¢ um arbusto que pode medir de 3 a
10 metros de altura. As folhas sdo grandes e perenes, elipticas ¢ verde-escuras e suas
flores sdo pequenas e brancas (MCCLATCHEY, 2002). Noni também ¢ conhecida por
outros nomes vulgares como Ba ji tian, nonu, indian mulberry, canarywood e cheesefruit
(COSTA, 2011).

Os frutos sao verdes, ovais, contém muitas sementes, podem pesar até 800 gramas e
mudar de cor rapidamente para um amarelo claro e em seguida, para o branco translicido
(SOUSA et al., 2009). O aroma da fruta depende da variedade, mas a maioria apresenta
cheiro desagradavel de acido butirico quando maduras (MCCLATCHEY, 2002).

Praticamente todas as partes da planta de noni sdo utilizadas, e para cada uma delas
a medicina popular atribui propriedades medicinais diferentes (SOUSA et al., 2009). O
fruto de M. citrifolia é a parte da planta de mais ampla utilizagdo, usado para preparar um
suco medicinal comercializado em mercados publicos e feiras, especialmente no nordeste
do Brasil, sendo popularmente consumido para tratar doengas como diabetes, hipertensdo
e cancer (RYBAK, RUZIK, 2013). Ao suco da fruta sao atribuidas agdes bactericida,
analgésica, anticongestiva, antioxidante, expectorante, anti- inflamatoria, adstringente,
emoliente, laxativa, hipotensora, imuno- estimulante, tonica e anticarcinogénica (BUI;
BACIC; PETTOLINO; 2006; SOUSA et al., 2009). Contudo, um levantamento na
literatura tem indicado limitadas avaliagdes geno toxicoldgicas com relagdo ao suco de
noni, o que caracteriza risco potencial a saude para quem o consome (WESTENDORF
etal., 2007; MULLER et al., 2009).

O teste cometa ¢ um método padronizado para avaliar danos ao DNA, usado para
deteccao de substancias genotoxicas (TICE et al., 2000). A técnica possui alta sensibilidade
para detectar baixos niveis de danos ao DNA; entre os quais, quebras de fita simples e
duplas e sitios alcali-labeis. Além disto, o teste pode detectar danos em células que ndo se
dividiram e requer pequeno niimero de células por amostra, o que amplia sua versatilidade
de aplicacdes (TICE et al., 2000; GOMTIO; TICE, 2003). Alteracdes metodologicas
do teste cometa podem ser empregadas para identificar compostos antigenotdxicos, que
estariam envolvidos na protecdo do DNA (WEISBURGER, 2001). O procedimento ex
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vivo utilizando peroxido de hidrogénio (H,0,) permite verificar efeitos antigenotoxicos
de diferentes substancias, incluindo extratos vegetais que podem proteger o DNA contra
os efeitos induzidos por lesdes oxidativas causadas pelo H,O, (SZETO et al., 2002;
PEREIRA et al., 2005; KAHL et al., 2011).

Devido ao crescente interesse pelos efeitos medicinais de produtos produzidos a
partir dos frutos de noni e devido a pouca informagao a respeito de suas atividades sobre
o material genético, os objetivos deste trabalho foram avaliar as atividades genotoxicas e
antigenotoxicas de um extrato etanolico dos frutos de M. citrifolia em sangue periférico
de camundongos.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao do extrato etanélico dos frutos de Morinda citrifolia (noni)

Os frutos da planta M. citrifolia foram coletados no municipio de Altos, estado do
Piaui, a latitude de 05° 02°20” S, longitude de 42° 27°39” O e a 187 metros de altitude,
a 42 kilometros ao nordeste da capital Teresina. O extrato etanolico foi preparado no
Laboratorio de Farmacognosia e Fitoquimica da Universidade Luterana do Brasil
(ULBRA), Canoas, RS, Brasil. Os frutos foram triturados por completo com o auxilio
de um mixer, em uma proporg¢ao 1:5 m/v de fruto e etanol. Posteriormente, a mistura foi
transferida para um frasco, onde diariamente foi submetido a técnica de inversdo para a
extra¢do dos componentes do fruto. Apos a solugdo foi filtrada e o residuo que permaneceu
no papel filtro foi devolvido para o frasco e novamente submetido a extragdo com adigdo
de etanol na proporgao indicada. Este procedimento foi repetido até exaustdo, ou seja, até
que o etanol ndo apresentasse mais coloragdo. Apds, o filtrado foi evaporado em aparelho
de evaporacdo rotatoria para retirar o etanol, obtendo-se assim o extrato etandlico dos
frutos de noni (EEFN).

Animais experimentais

Utilizou-se 35 camundongos machos (peso médio 38,8 + 1,53 g), oriundos do
Biotério da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA), Campus Canoas. Os animais
foram mantidos a 22°C +£3, com ciclo claro 12 h escuro 12 h, durante todo o periodo
experimental. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA),
ULBRA, Canoas, sob o protocolo numero 2013-22P.

Tratamento dos camundongos

O tratamento dos animais foi realizado em uma sala de procedimentos do biotério
da Ulbra. Os animais foram divididos em cinco grupos constituidos de seis a oito
camundongos por grupo. Os animais dos grupos tratados receberam durante trés dias
consecutivos por via oral (gavagem) doses de 500, 1000 e 2000 mg/kg do extrato
etandlico dos frutos de M. citrifolia. O grupo controle negativo recebeu solucao salina
(NaC10,9%).
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Coleta das amostras

As amostras de sangue periférico foram coletadas nos tempos zero, 6 h, 24 h apos
a primeira gavagem, ¢ no final do periodo experimental, apds 72 h de exposi¢do. Os
animais foram eutanasiados por decapitagdo. As amostras foram armazenadas em tubos
tipo Eppendorf contendo 15 uL de heparina (12.000 U.L.).

Teste cometa

Para a analise da genotoxicidade utilizou-se a versdo alcalina do teste cometa,
descrito em Tice et al. (2000) com menores modificacdes. Aliquotas de 10 pL das
amostras foram misturados com uma fina camada de agarose “low melting” 0,75% (95
ml) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%; estas laminas
foram mergulhadas em uma solugdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM
Tris, pH 10 com adi¢ao de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por 24-72
horas a 4°C, para o rompimento das membranas celulares. Para a avaliagao da atividade
antigenotoxica utilizou-se peréxido de hidrogénio (0,25 mM) em tratamento ex vivo: as
laminas de sangue periférico 6, 24 e 72 horas, foram mergulhadas por 5 min na solugao de
peroxido de hidrogénio, antes de serem mergulhadas em solugao de lise. A migragado dos
fragmentos de DNA foi realizada em uma cuba de eletroforese de DNA onde as laminas
foram imersas em tampao alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por 20
minutos e em seguida submetidas a uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm)
por 15 minutos. As laminas foram neutralizadas logo ap6s a eletroforese com tampao
Tris 0,4 M, pH 7.5 e coradas com solu¢@o de prata. Os resultados foram expressos em
indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD). O ID foi obtido pela avaliagdo visual das
classes de danos (de 0 —4), para a expressao do dano geral sofrido por uma populagio de
células (50 células por 1amina em duplicata). A FD sera calculada baseada no nimero de
células com cauda versus aquelas sem cauda. Os resultados foram submetidos a analise
da variancia de uma via (ANOVA) e complementados com o teste de Dunnett. Foram
considerados significativos os valores de p< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar da literatura cientifica sobre M. citrifolia ser extensa, especialmente
em relagdo aos possiveis efeitos farmacologicos e usos terapéuticos, a quantidade de
publicacdes que avaliaram sua seguranga ¢ bem limitada (HIRAZUMI; FURUSAWA,
1999). A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao de
doengas, ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade, no entanto
poucas foram avaliadas quanto a toxicidade (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

No presente estudo foram avaliadas as atividades genotdxicas e antigenotdxicas
do EEFN in vivo, utilizando o teste cometa em sangue periférico. Primeiramente, foram
avaliados os danos basais de cada animal no sangue periférico, antes de iniciar os
tratamentos com as diferentes concentragdes do EEFN ou salina. Os valores de ID ¢ FD
relacionados ao tempo zero ndo revelou diferenca estatistica entre os grupos testados.
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Apds 6 h da primeira administragdo, ndo houve aumento significativo de ID e FD
em sangue periférico dos animais dos grupos tratados com o EEFN em relag@o ao grupo
controle negativo, indicando que o extrato nao foi genotdxico apds 6 h de exposicao
(Tabela 1). A analise dos valores obtidos de ID e FD apds 24 h da primeira administragao,
quando comparados com o grupo controle negativo, de acordo com a avaliag@o estatistica,
também nao revelou diferenca significativa entre os grupos testados.

O sangue periférico foi coletado também apds a administragdo por 3 dias
consecutivos (72 h) da administracdo das doses do extrato ou solucdo salina. De acordo
com a analise estatistica, ndo foi observado um aumento significativo de ID e FD em
sangue periférico dos animais dos grupos tratados com o EEFN em relagdo ao grupo
controle negativo, assim como foi observado nos demais tempos de coleta. Desta forma,
os resultados indicam que o EEFN ndo apresenta efeito genotoxico em sangue periférico
tanto em dose Unica quanto em doses repetidas trés vezes, sugerindo que a curto prazo,
0 suco nao apresenta riscos genotoxicos.

Tabela 1 — Avaliagao da atividade genotoéxica pelo teste cometa em sangue periférico de camundongos trata-
dos com salina ou extrato etandlico dos frutos de M. citrifolia (500, 1000, 2000 mg/Kg).

Tempo de Exposicdo Grupo ID, i FD, i
Média = DP Média * DP
Salina 54,7+ 14,4 433+7,6
6h 500 mg/Kg 49,5+9,6 40,2+7,6
1000 mg/Kg 56,0+5,3 41,3 +12,8
2000 mg/Kg 47,0 £13,5 39,7 49,9
Salina 446+9.7 35.6+9.3
24 h 500 mg/Kg 53.1£10.1 42.8+3.8
1000 mg/Kg 50.2+9.4 38.7+82
2000 mg/Kg 46.2 £30.4 38.4+17.6
3 x Salina 54.3+26.3 458 £ 13.9
72h 3 x 500 mg/Kg 42.0+15.8 385+ 11.2
3 x 1000 mg/Kg 435+ 317 36.1+13.6
3 x 2000 mg/Kg 40.2+284 33.1+£13.0

Os dados foram analisados por ANOVA e complementado com o teste de Dunnett.
ID: indice de danos — de zero (sem danos, 100 células x 0) a 400 (com maximo de dano, 100 x 4).
FD: frequéncia de danos — calculada baseada no nimero de células com danos versos aquelas sem danos.

O teste cometa também foi realizado para determinar o efeito antigenotoxico do
EEFN utilizando o H,O, com o objetivo de avaliar a protegdo contra danos oxidativos ao
DNA, com o uso do procedimento ex vivo. Como pode ser observado na Figura 1, ndo
houve diminuigao significativa de ID e FD apos a primeira administragdo do EEFN, tanto
em sangue periférico coletado 6 h quanto em 24 h, sugerindo que o EEFN ndo apresenta
atividade antigenotdxica nas doses utilizadas. Contudo, no tempo de 72 h, correspondente
ao sangue periférico coletado ap6s as administragdes das doses do extrato por trés dias
consecutivos, foi observada diminuigdo significativa de ID em todas as doses testadas
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¢ de FD nas doses de 500 e 2000 mg/kg, quando comparados ao grupo salina + H,0,,
indicando protegdo antigenotoxica do EEFN.

Figura 1 — Avaliacdo da atividade antigenotoxica pelo teste cometa em sangue periférico de camundongos
tratados com salina ou extrato etandlico dos frutos de Morinda citrifolia (500, 1000, 2000 mg/Kg).
As células foram tratadas ex vivo com peroéxido de hidrogénio (0,25 mM).

;'r.o ’fo x‘o f »° ‘.",@ ’f@ /‘@ /0

Os mecanismos pelos quais o suco de noni exerce a sua atividade antigenotoxica
ndo sdo muito claros. Muitos compostos vegetais protegem os sistemas bioldgicos contra
xenobidticos por apresentarem atividade antioxidante, induzirem enzimas detoxificadoras,
ou por inibirem enzimas oxidativas. Sendo assim, estudos sobre substancias que possam
apresentar efeitos quimico preventivos sdo de grande interesse (BELLO-KLEIN, 2002;
PAOLINI; NESTLE, 2003). Os antioxidantes removem espécies reativas de oxigénio
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(ERO), que sdo produzidas naturalmente pela respira¢@o e producgdo de energia e afetam
negativamente o organismo quando em excesso. As ERO reagem com DNA e outras
moléculas enddgenas, contribuindo para o envelhecimento precoce e a instalagao de
doengas degenerativas, como cancer, aterosclerose, artrite reumatica, entre outras. O papel
dos antioxidantes ¢ bloquear as reacdes de oxidagdo e oferecer prote¢do as membranas
e outras partes das células (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984).

Prévios estudos verificaram as propriedades antioxidantes de extratos etandlico e
acetato de etila dos frutos de Morinda citrifolia utilizando tiocinato férrico (FTC) e teste
com acido tiobarbitarico (TBA). Os resultados mostraram que os extratos ndo polares das
trés partes da planta, raizes, folhas e frutos exibiram uma forte inibi¢ao de peroxidagdo
lipidica, quando comparados com os antioxidantes a-tocoferol e di-terc-butil-metil-fenol
(BHT) (ZIN; ABDUL-HAMID; OSMAN; 2002; CHAN-BLANCO et al., 2006).

Entre os compostos encontrados nos frutos de noni, os mais importantes relatados
sdo antraquinonas (morindona, morindino), e também iriddides (aucubina easperulosideo),
e cumarina (escopoletina) (CHAN-BLANCO etal., 2006; KIM et al., 2010). Alguns destes
compostos poderiam sequestrar ERO, impedindo a oxidacao de bases nitrogenadas do
DNA, induzir enzimas antioxidantes ou de reparagio de DNA. E provavel que um ou mais
destes mecanismos promova a prote¢do ao DNA observada nas células sanguineas dos
camundongos tratados com o EEFN. Curiosamente, nas primeiras 24 h nao foi observado
efeito protetor, sugerindo um mecanismo de a¢ao sobre atividades enzimaticas de vias
redox ou de reparacao de DNA, que geralmente levam mais tempo para serem detectadas.
A atividade anti-inflamatdria de um extrato aquoso do suco de noni foi atribuida ao efeito
seletivo de inibigdo em algumas enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) (DENG et
al., 2007), demonstrando a presenca de compostos no suco com agao sobre atividades
enzimaticas.

Uma atividade antioxidante foi medida in vitro utilizando o ensaio de nitro azul
tetrazolium (TNB), através da avaliagdo da capacidade do suco para proteger as células
da lipoperoxidag@o induzida por anion radical superoxido (SAR), (FRANCHI et al.,
2013). A atividade sequestradora de SAR pelo suco de noni foi 2,8 vezes maior do que a
da vitamina C, ¢ 1,4 vezes mais elevada do que a de picnogenol (WANG; SU, 2001).

Nas folhas, também foi observado efeito antigenotoxico: um extrato aquoso das
folhas de M. citrifolia apresentou efeito protetor contra danos oxidativos induzidos por
H,0, em Allium cepa (SREERANIJINI; SIRIL, 2011). Os bulbos das cebolas foram
tratados por 24 horas com diferentes doses de extrato aquoso das folhas de noni com ou
sem pre-tratamento (1 hora) com 7% de H,O,. O efeito do extrato aquoso das folhas de
M. citrifolia sobre a redugdo do numero total de aberragdes cromossomicas induzidas
por H,0O, foi estatisticamente significativo, quando comparado com o controle negativo,
sugerindo que o extrato aquoso das folhas M. citrifolia tem um forte efeito inibidor do
estresse oxidativo induzido pela agdo mutagénica do peroxido de hidrogénio utilizando
A. cepa (SREERANIJINI; SIRIL, 2011). No presente estudo, o EEFN protegeu o DNA
das células sanguineas contra danos oxidativos, provavelmente, devido a atividade
antioxidante de componentes que foram extraidos dos frutos de noni.
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CONCLUSOES

O extrato etandlico dos frutos de Morinda citrifolia ndo apresentou atividade
genotoxica em sangue periférico, sendo que, no teste de antigenotoxicidade o extrato
mostrou um efeito protetor contra danos oxidativos em sangue periférico através do teste
cometa ex vivo, sugerindo uma atividade antigenotoxica. Estudos adicionais devem ser
realizados para elucidar os mecanismos envolvidos na indugéo dos efeitos antigenotoxicos
observados.
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