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RESUMO

A planta Morinda citrifolia (M. citrifolia), conhecida popularmente como noni, vem
sendo utilizada de forma crescente na medicina tradicional brasileira por acreditar
que possui efeito preventivo e terapéutico de varias doencgas, entre elas o cancer. O
teste de micronucleo em Allium cepa (A. cepa) é considerado um excelente
biomarcador de atividades mutagénicas, além de apresentar baixo custo e boa
correlagdo com outros testes de genotoxicidade em mamiferos. O presente estudo
objetivou realizar uma analise da mutagénicidade da polpa do fruto da M. citrifolia
através do teste de micronucleo em A. cepa. Os meristemas de A. cepa foram
postos a germinar em cinco concentragdes diferentes sendo 2,5%; 5%; 10% e 20%
de polpa do fruto em agua destilada e um grupo de meristemas em agua destilada a
100% para controle negativo. Apds a germinagdo dos meristemas nas devidas
concentragdes, os mesmos foram retirados e através da técnica de esfregago foram
preparadas 20 laminas para cada concentragdo onde em sequéncia as laminas
foram analisadas em microscopia Optica, com objetiva de 40x e ocular de 10x tendo
um aumento de 400x. Os micronucleos foram contabilizados a cada 1000 células por
lamina. Ap6s analise das laminas das concentragbes contendo 2,5%; 5%; 10% e
20% de polpa de M. citrifolia obtiveram-se respectivamente 2,8 (P < 0.001); 3,7 (P <
0.01); 2,1 (P <0.001) e 3,9 (P < 0.05) micronucleos por 1000 células, apresentando
significancia estatistica quando comparadas com o controle negativo, mostrando que
todas as concentragdes analisadas apresentam um efeito anti-mutagénico nas
células verificadas.

Palavras-chaves: Morinda citrifolia, Mutagenicidade, Micronucleo, Allium cepa.



ABSTRACT

The plant Morinda citrifolia (M. citrifolia), commonly known as Noni, is used
increasingly in Brazilian traditional medicine. It is believed that it has a preventative
and therapeutic effect on various diseases, including cancer. The micronucleus test
of Allium cepa (A. strain) is considered an excellent biomarker of mutagenic activity.
Moreover, it presents low cost and also a good correlation with other genotoxicity
tests of mammals.The objective of this study is to provide an analysis of the
mutagenicity of pulp from the juice of M. citrifolia via the micronucleus test in A.
strain. The meristems of A. strain were germinated in five different concentrations
(2.5%, 5%,10% and 20%) of fruit pulp in distilled water, and a group of meristems in
distilled water at 100% for negative control. After germinating the meristems in
proper concentrations, they were withdrawn. The smear technique was used to
prepare 20 slides for each concentration in sequence, after which the slides were
examined under an optical microscope with a 40X objective and a 10X eyepiece with
a 400X magnification. Micronuclei were counted in 1,000 cells per slide. Analysis of
slides of concentrations containing 2.5%, 5%, 10% and 20% of M. citrifolia pulp
resulted respectively in 2.8 (P<0.001); 3.7 (P<0.01); 2.1(P <0.001)and 3.9 (P <
0.05) micronuclei per 1,000 cells, showing statistical significance when compared
with the negative control, and that all the analyzed concentrations present an anti-
mutagenic effect in the verified cells.

Keywords: Morinda citrifolia, Mutagenesis, Micronucleus, Allium cepa
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INTRODUGAO

Muitas plantas medicinais sao utilizadas mundialmente para o tratamento de
diversas doengas, mesmo ndo contendo estudos suficientes sobre o potencial risco
citotoxico/mutagénico. (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007). Podendo assim,
resultar em um escasso conhecimento sobre seus efeitos colaterais e seu material
genético. (VARANDA, 2006).

Os fitoterapicos sao considerados misturas de constituintes, fornecendo assim
uma vantagem terapéutica, resultando de maneira aditiva ou sinérgica, e assim
aumentando sua eficacia. Pelo fato de serem originados de plantas, os niveis de
contaminagdes por substancias téxicas devem ser considerados, sendo necessarios
ensaios clinicos dentro dos padrdes das boas praticas de fabricacdo e controle de
qualidade, assim como, ensaios clinicos que identifiquem seu nivel de
genotoxicidade, toxicidade e carcinogenicidade. (BRASIL, 2008).

Foi determinado ao longo dos anos, que algumas plantas medicinais contém
substancias potencialmente perigosas. Em nivel cientifico, pesquisas constataram
que muitas delas possuem substancias agressivas, devendo ser utilizadas com
cuidado, respeitando seus riscos toxicologicos. (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005).
Algumas plantas que possuem alcaldides e flavondides foram testadas sobre o seu
potencial mutagénico, apresentando resultado positivo, o qual pode causar eventos
mutacionais. (SANTOS et al., 2006,2008).

Nos dias atuais, as principais suposicdes de mecanismo de acao de
substancias que causam doencas como o cancer podem ocorrer pela indugéo de
mutacdes em células somaticas, sendo considerados diversos agentes mutagénicos
quimicos e fisicos propensos a indugdo de danos ao acido desoxirribonucléico
(DNA) celular com geragdo de mutagdes. (MOREIRA et al., 2002). Esses agentes
mutagénicos invadem a célula se dirigindo ao nucleo e causando alteragdes no
material genético, podendo assim desregular o ciclo celular, permitindo que as
células se reproduzam descontroladamente invadindo os tecidos adjacentes com
provavel formagao de tumores. Por este fato, &€ importante conhecer os agentes que

causam alteragdes, para prevenir o surgimento de doengas. (ALMEIDA et al., 2005).
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Mutacdes sao definidas como qualquer alteracdo no DNA, e podem ser
observados pela formagcdo de micronucleos, que sa&o pequenos corpusculos
contendo material cromossémico, localizados no citoplasma e resultantes da perda
de fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros, esses por sua vez, nao se
prendem ao fuso mitético, deste modo, os mesmos ndo chegam aos pélos da célula
durante a mitose, ficando assim os cromossomos perdidos no citoplasma, formando
a sua propria membrana celular, sendo denominado como micronucleo. (SILVA;
ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

O teste de micronucleo tem sido utilizado preferencialmente para avaliar de
forma confiavel, possiveis danos genéticos e seu potencial genotdxico, podendo ser
realizado em células eucario6ticas vegetais e/ou animais. (FENECH, 2000).

O teste de micronucleo em Allium cepa (A. cepa) (conhecido popularmente
como cebola) é utilizado para estudos citotoxicos, devido as suas raizes ficarem em
contato direto com a substancia em teste, sendo atualmente um indicador ideal para
testes de genotoxicidade de infusbes de plantas medicinais por ser um teste barato,
confiavel e bem aceito comparado a outros testes de genotoxicidade. (BAGATINI;
SILVA; TEDESCO, 2007).

A planta Morinda citrifolia (M. citrifolia) pertence a familia Rubiaceae, e seu
género morinda abrange cerca de 80 espécies, sendo encontradas principalmente
nas regides de clima tropical. (MORTON, 1992). M. citrifolia é conhecida
popularmente como noni, sendo considerada uma das principais plantas utilizadas
para fins medicinais na Polinésia, podendo ser obtida os seus componentes de
diferentes partes, incluindo folhas, raizes, cascas e frutos. (Mc CLATCHEY, 2002,
grifo meu). Na Polinésia e entre outras localidades a M. citrifolia é utilizada para
diversos fins terapéuticos, incluindo agado antibacteriana, antiviral, antifungica,
antitumoral,  anti-helmintico, analgésica, antiinflamatéria, hipotensora e
imunoestimulante. (WANG et al., 2002). Hd um grande interesse popular sobre a
utiizacdo e as propriedades do fruto da M. citrifolia, decorrente de varias
publicagdes populares, que relatam que a planta e seus extratos sao capazes de
curar e tratar mais de 120 doencgas. (RODRIGUEZ; PINEDO, 2004).

Portanto, diante da vasta utilizacdo do suco do fruto da M. citrifolia pela
populagcdo em diversas regides do Brasil, e por conter poucas informagdes no que

se refere a possivel indugao de alteragdes no genoma celular em nivel de mutacao,
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€ importante e necessaria uma avaliagdo genotdxica do produto a fim de enriquecer

o conhecimento cientifico do mesmo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizagcdo de plantas com fins medicinais vem ocorrendo a milhares de anos
e sua utilizacdo popular propaga-se de geracdo em geragao. (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

Embora o emprego de plantas medicinais para o tratamento de diferentes
tipos de doengas seja uma pratica muito antiga e comum pela populagdo, o seu
consumo deve ser monitorado, pois varias plantas contém uma grande quantidade
de substancias téxicas, constituindo um risco aos que consomem. (SANTOS;
POZETTI; VARANDA, 2006).

Nos dias atuais, as plantas medicinais representam uma opgao de tratamento
de facil acesso por aproximadamente 80% da populagao brasileira, mesmo sem o
conhecimento especifico sobre suas propriedades quimicas e farmacoldgicas.
(SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010). Por outro lado, os medicamentos
tradicionais sao incorporados aos sistemas de saude publica, e assim distribuidos a
populagcdo mundial, porém é importante, e necessaria a pesquisa cientifica para
avaliar sua agéo e eficacia. (WHO-WORLD, 2000).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
fitoterapicos sao obtidos a partir de plantas medicinais, e assim como qualquer outro
medicamento, devem oferecer garantia de qualidade e seguranga, sendo validados
por meio de estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos, pré-clinicos e clinicos. (BRASIL,
2011).

Diversos compostos que sao encontrados em plantas medicinais podem ser
descritos como mutagénicos e até carcinogénicos, sendo apesar disto, utilizados
pela populagcdo por acreditarem que por ser de origem natural ndo causaria
agressdes ao meio interno, porém, sao realizados poucos estudos para avaliar suas
possiveis alteragdes a nivel celular. (PERON et al., 2008). Portanto, a determinagao
sobre o potencial genotdxico de produtos naturais, deve ser avaliada para garantir
segurancga a populacdo em geral. (MACEDO et al., 2008).
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2.2 Morinda citrifolia

Conforme o Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio) (1997), a classificagao

Taxondbmica da M. citrifolia é descrita da seguinte forma:

e Reino: Plantae

¢ Filo: Magnoliophyta

e Classe: Magnoliopsida
¢ Ordem: Rubiales

e Familia: Rubiaceae

e Género: Morinda

e Espécie: Morinda citrifolia L.

O fruto da M. citrifolia, € consumido na Asia por mais de 2000 anos, porém
sua introdugao no Brasil deu-se ha poucos anos, devido ha varias divulgacdes sobre
seus beneficios, principalmente no combate a dores, tumores, inflamacgdes,
hipertensao, fadiga entre outros. (VEIGA et al., 2005).

O género Morinda, pertence a familia Rubiaceae, e sua arvore pode chegar a
6 m de altura, seu fruto tem uma forma incomum ovoide, atingindo até 12
centimetros de comprimento. O fruto imaturo possui cor verde brilhante (Figura 1), e
quando amadurece possui coloragdo amarelada ou branca translucida (Figura 2)
com odor desagradavel. Possui ampla distribuicdo nas llhas do Pacifico, sudeste da
Asia, leste da Polinésia e no Hawaii, sendo recentemente inserida nas regides de
clima tropical. (POTTERAT; HAMBURGER, 2007).

Na medicina tradicional as frutas, cascas, flores e raizes de plantas tém sido
utilizadas para diversos fins medicinais, (LAVAUT; LAVAUT, 2003). O suco do fruto
da M. citrifolia € a forma predominante, obtido por processo de pasteurizagao e
fermentacdo quando industrializado, e geralmente s&o misturados com outros sucos,

como uva e morango, para assim melhorar o seu sabor. (NELSON, 2003).



FIGURA 1 — Fruto verde da M. citrifolia.
Fonte: (MATHIVANAN et al., 2005).

FIGURA 2 — Fruto maduro de M. citrifolia.
Fonte: (RODRIGUEZ; PINEDO, 2004).

16



17

2.3 PRINCIPAIS COMPONENTES PRESENTES EM Morinda citrifolia

Aproximadamente 160 fitoconstituintes foram identificados no fruto da M.
citrifolia, os principais s&o acidos organicos e alcalbides, dos compostos fendlicos,
0os mais importantes relatados s&o antraquinonas (damnancanthal, morindona e
morindina), escopoletina entre outros. (WANG; SU, 2001).

Uma classe de metabolitos tem sido descritos na M. citrifolia, abrangendo
polissacarideos, acidos graxos, glicosideos, iridéides, antraquinonas, cumarinas,
flavondides, lignanas, fitosterdis, carotendides e diversos componentes volateis.
(POTTERAT; HAMBURGER, 2007).

Uma das teorias para justificar a acdo farmacolégica de M. citrifolia, seria a
presengca de um precursor natural da xeronina, a proxeronina, que por acado da
enzima proxeroninase é convertida em um alcaldide xeronina, sendo responsavel
por diversas atividades biologicas e entre elas a ativagdo de enzimas catalisadoras
do metabolismo celular. A xeronina pode ter agdes benéficas quando uma proteina
nao exerce completamente suas atividades, onde a mesma ira interagir com a
proteina auxiliando em sua atividade adequada, sendo possivel, que este alcalbdide
possa ser responsavel por proporcionar grandes beneficios farmacologicos, tais
como tratamento de hipertensao, ulceras gastricas, depressdo mental, problemas
digestivos, entre outros, estando convencido que o fruto noni pode trazer muitos
beneficios a saude quando devidamente ingerido. (HEINICKE, 1985 apud WANG et
al., 2002).

2.4 UTILIZAGOES CLINICAS ASSOCIADOS AO CONSUMO DA Morinda citrifolia

Na Polinésia, o fruto da M. citrifolia tem sido utilizado como alternativa para o
tratamento de uma série de doencas, tais como, artrite, diabetes, dores musculares,
doencas cardiacas, cancer entre outros. (MATHIVANAN et al., 2005).

Okusada et al. (2011), relatam que o fruto da M. citrifolia possui constituintes
ativos, o que possibilita o surgimento de novas drogas, e que um constituinte ativo,
damnacanthal, isolado a partir da raiz da mesma, apresentou agao antinoceptiva e
antiinflamatoéria em camundongos.

Foi demonstrado que uma fracao rica em polissacarideo, obtidos no suco de

seu fruto, apresentou efeitos benéficos, resultando em atividade antitumoral,
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aumentando significativamente a sobrevida de camundongos portadores de
tumores. (HIRAZUMI; FURUSAWA, 1999).

A presenca de antraquinonas em raizes de M. citrifolia, pode desempenhar
um papel significativo na redugcdo dos niveis de glicose, pois foram obtidos
resultados ao qual demonstraram que com a administragao do extrato de M. citrifolia
apresentou uma redugao nos niveis de glicose em ratos diabéticos. (KAMIYA et al.,
2008).

Com a administracdo de extrato de M. citrifolia em ratos, observou-se a
diminuicdo dos niveis de LDL e aumento significativo nos niveis de HDL, este fato
provavelmente tenha ocorrido devido a constituintes antioxidantes presentes nesta
fruta. (MANDUKHAIL; AZIZ; GILANI, 2010)

Foi relatado um caso de hepatotoxicidade associada ao consumo do fruto da
M. citrifolia na forma de suco, onde uma paciente que ingeriu por alguns dias o suco
do mesmo deu entrada ao hospital apresentando sintomas de ictericia, desconforto
abdominal, vomitos, e no diagnéstico laboratorial, aumento significativo nos niveis de
transaminases, revelando diagnéstico de hepatite aguda. Ainda no mesmo caso
apos alguns dias, em regime ambulatorial, foi observado a normalizacdo dos
exames e o desaparecimento completo dos sintomas. (STADLBAUER et al., 2005;
LOPES-CEPERO et al., 2007). No entanto, Wang et al. (2008), relata que o suco de
M. citrifolia demonstrou-se eficaz contra lesdo hepatica, nao evidenciando
hepatoxicidade em ratas quando induzidas com Tetracloreto de carbono (CCl4), ndo
comprometendo os niveis séricos de alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase. West, Jensen e Westendorf (2006), também relatam que o fruto
da mesma € incapaz de causar hepatotoxicidade, demonstrando que em suas raizes
contém poucas quantidades de antraquinonas, ndo causando também toxicidade
hepatica.

As diversas propriedades relacionadas com o fruto da M. citrifolia
evidenciaram que em testes in vitro e in vivo, foram capazes de apresentar efeitos
benéficos para o tratamento de diversas doencas, no entanto, sdo necessarios
estudos que comprovem sua eficacia e seu verdadeiro potencial para a saude
humana. (CHAN-BLANCO et al., 2006, grifo meu).

Com base em um relatério apresentado no dia 11 de dezembro de 2002, pelo
Comité Cientifico para Alimentagao (CCA), informou que a introdugédo do suco de M.

citrifolia no mercado € aceitavel, porém quando ingeridos nos niveis recomendados,
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pois 0 mesmo nao apresentou indicios de efeitos genotdxicos de toxicidade e
alergenicidade, mas o CCA n&o se pronunciou sobre os beneficios a saude que o
suco de M. citrifolia oferecia aos consumidores. (COMISSAO EUROPEIA, 2002).

Porém, conforme o informe técnico n°® 25, de 29 de maio de 2007
emitido pela ANVISA, a comercializagdo de qualquer produto contendo M.
citrifolia, s6 sera permitido apds testes que comprovem sua segurancga, e apos
registro na ANVISA, com a finalidade de proteger a saude da populagao.
(BRASIL, 2007).

2.5 ATIVIDADE MUTAGENICA DA Morinda citrifolia

Muitos estudos relatam que o suco de M. citrifolia pode sugerir agéo
antitumoral, mas o seu mecanismo nao foi completamente elucidado, no entanto um
estudo demonstra que o fermentado do mesmo seria capaz de estimular o sistema
imune inato e adaptativo, com capacidade de rejeicao de células tumorais. (JINHUA
et al., 2008).

Devido a grande utilizacdo do suco M. citrifolia, foram realizados diversos
testes de genotoxicidade, evidenciando que o suco nao foi capaz de induzir efeitos
mutagénicos. (WESTENDOREF et al., 2007).

Conforme West, Su e Jensen (2008), a administragcdo de extrato de M.
citrifolia em ratas no periodo pré-natal, foi incapaz de causar toxicidade significativa,
nao sendo observada ma formacéo fetal, ou morte dos embrides.

Em um estudo realizado para avaliar a seguranga do uso de derivados de M.
citrifolia, foram descritos varios testes de genotoxicidade, alergenicidade, toxicidade
e estudos clinicos, tanto in vitro como in vivo, observando que o seu fruto nao
apresentou niveis significativos quando administrados por via oral, intraperitoneal e
intravenosa. (WEST et al., 2006, grifo meu).

Franchi et al. (2008), utilizaram o Teste para Detec¢cdo de Mutagcédo e
Recombinacédo (SMART) para avaliar a atividade mutagénica do suco do fruto da M.
citrifolia, relatando que o suco foi incapaz de provocar alteracdo no DNA de células

somaticas de Drosophila melanogaster.
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2.6 MUTAGENICIDADE

Danos gendmicos séo desencadeados pela exposicao ambiental, devido a
procedimentos médicos (radiacdo e produtos quimicos), deficiéncia de nutrientes
(Ex: acido fdlico), estilo de vida (fumo, drogas, alcool, drogas e estresse) e fatores
intrinsecos como defeitos hereditarios do metabolismo do DNA, sendo que estes
danos sao provavelmente a principal causa de doencgas degenerativas ou
desenvolvimento. (TOLBERT et al., 1992; SPEIT; SCHMID, 2006).

Diversas substancias possuem efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos, e
algumas destas podem ser encontradas em alimentos aos quais podem agir
induzindo a mutacbées no DNA, favorecendo o desenvolvimento de diversas
doencas. (ANTUNES; ARAUJO, 2000).

As lesdes do DNA podem ocorrer por reacdes quimicas das proprias células
e/ou agentes quimicos e fisicos provenientes do meio ambiente, sendo esses
agentes descritos como genotdxicos ou carcinogénicos, podendo desencadear
processos cancerosos e morte celular decorrentes a duplicagdo do DNA, aberragbes
cromossomicas e mutagdes. (COSTA; MENK, 2000).

O processo de mutagao pode ser descrito como uma alteracdo no material
genético, sendo que dependendo da linhagem celular que ocorra, a mutagéo
passara as novas células ou as células filhas, e o potencial de um agente
mutagénico pode ser identificado pelo aumento na frequéncia de mutagdes em um
organismo a ele exposto. (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

A ocorréncia de mutagao celular pode ser observada pela formacgdo de
micronucleos (Figura 3), sendo estruturas contendo DNA, presentes no citoplasma
de células em divisao, possuindo caracteristicas cromatinicas, semelhantes com as
do nucleo principal quando observados ao microscépio éptico. (MILLER, 1973).

Os micronucleos sdo formados a partir de fragmentos cromossémicos ou
cromossomos inteiros que nao estao incluidos no nucleo principal durante a diviséo
celular, podendo formar um pequeno nucleo individual sendo que sua formacgéo é
considerada um indicador de doengas e processos relacionados a danos ao DNA.
(FENECH et al., 1999).

Existem diversos testes de genotoxicidade, representando um papel
importante para avaliar o nivel de toxicidade celular e também seu potencial

mutagénico e carcinogénico. Em meio a essas técnicas, o teste de micronucleo
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apresentou grande vantagem em relagdo a outros testes, devido a sua grande
sensibilidade quando expostas a agentes mutagénicos e a sua capacidade de
analisar um grande numero de células. (FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

Dx e
A

FIGURA 3 — Formagao de micronucleos em células eucaridticas.
Fonte: Arquivo pessoal do autor da Monografia.

Q
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2.7 TESTE DE MICRONUCLEO EM Allium cepa

A deteccdo do potencial genotdxico pode ser observada pelo teste em células
meristematicas de A. cepa, através do contato direto de suas raizes em solugdes
teste (chas), sendo indicado como um eficiente biomarcador para monitorar efeitos
mutagénicos. Devido a isso, vem sendo muito utilizado por apresentar diversas
vantagens como: baixo custo, facil acesso, boa sensibilidade e boa correlagdo com
outros testes de genotoxicidade, sendo assim, apropriado também para detectar
mutagdes ocasionadas por produtos quimicos e materiais bioldgicos. (CHANDRA et
al., 2005; BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; ABU; MBA, 2011).

O teste de micronucleo em A. cepa tem sido eficaz para detectar efeitos
mutagénicos em células eucaridticas expostas a agentes clastogénicos e/ou
aneugénicos, sendo que, além de detectar esses agentes, sdo bem aceitos por
instituicbes governamentais e agéncias internacionais que utilizam o mesmo
principalmente para estabelecer a obtengdo de novos medicamentos. (FENECH,
2000; SOUZA et al., 2009; MANZANO, 2010).

El-Shahaby et al. (2003), salientam que o teste de A. cepa, € adequado para
detectar efeitos tdoxicos e mutagénicos, para avaliagdo de niveis de poluicdo

ambiental, podendo assim contribuir evitando riscos para a populagdo humana.
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Sturbelle et al. (2010) utilizaram células meristematicas de A. cepa para
avaliar a atividade mutagénica e anti-mutagénica da solugdo de Aloe vera, onde as
mesmas apresentaram sensibilidade e capacidade de avaliar o indice e anomalias
do ciclo mitdtico.

S&o utilizados varios ensaios para detectar mutagenicidade, onde muito
destes, necessitam de um tempo prolongado e alto custo para sua realizagéo.
Entretanto, a técnica de micronucleo em A. cepa tém se demonstrado eficiente pela
sua sensibilidade e exatidao, quando comparado a outros testes, avaliando o indice
mitdtico e a frequéncia de micronucleos em células expostas a agentes
mutagénicos. (GAVRONSKI, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009; SAMUEL;
OSUALA; ODEIGAH, 2010). Notando-se, que este teste possui correlagdo de
aproximadamente 82%, quando comparados a ensaios de carcinogenicidade em
roedores, obtendo uma concordancia entre os sistemas vegetais e em mamiferos de
aproximadamente 91%. (KRUGER, 2009).

Segundo Fiskejo (1985), a sensibilidade do teste de micronucleo em A. cepa
€ praticamente a mesma quando comparada com testes realizados em algas e
linfécitos humanos. Também, segundo pesquisas de Migid, Azab e Ibrahim (2007) o
teste de micronucleo em A. cepa demonstrou maior sensibilidade em relagdo a

outras plantas utilizadas em organismos-testes como Vicia faba e outras.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a atividade mutagénica da polpa do fruto da Morinda citrifolia (noni)

através do teste de micronucleo em Allium cepa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Monitorar a atividade mutagénica da polpa do fruto da M. citrifolia;

e Relacionar possiveis reagdes benéficas ou maléficas ao consumo da M.
citrifolia;

e Gerar subsidios para um consumo saudavel de M. citrifolia pelo homem;

e Sustentar a eficacia do teste de micronucleo em A. cepa como forma de

identificar alteracbes mutagénicas;
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGAO E PREPARACAO DO FRUTO

Foram colhidos um total de 15 frutos de M. citrofilia (noni), obtidos no Sitio
Pontal na linha C-70 da BR 364 em Ariquemes/RO, onde o proprietario informou que
as plantas nunca foram pulverizadas com agrotoxicos e fertilizantes folhares. Apds a
colheita dos frutos, os mesmos foram encaminhados para o Laboratorio de
Farmacognosia da Faculdade de Educagdo e Meio Ambientes (FAEMA) no
municipio de Ariquemes-RO.

No laboratério, os frutos foram selecionados de acordo com alguns critérios

de exclusao como:

Sinais de podridao;

Les&o por larvas, insetos ou roedores;

Apresentar textura rigida, sugerindo que o fruto apresenta-se em fase
precoce (ndo maduro);

Fissuras na casca.

Apods a selecao dos frutos, foram obtidos oito frutos ideais para os objetivos
da pesquisa, sendo lavados em agua destilada e colocados em recipientes de vidro
esterilizado. Posteriormente foram retiradas as sementes dos frutos e os mesmos
foram esmagados manualmente e peneirados com uma peneira em ago inox

esterilizado com abertura de dois mm a fim de obter a polpa dos frutos.

4.2 ANALISE MUTAGENICA

Foram utilizados 50 exemplares de A. cepa (bulbos) de tamanho pequeno,
uniforme, de mesma origem, n&do germinadas e saudaveis, adquiridas no mercado
municipal do municipio de Ariquemes, Rondbnia, Brasil, no dia 12 de agosto de
2011. No mesmo dia, os bulbos foram postos a germinar por um periodo de seis
dias a temperatura de 25°C, em frascos apropriados, com a parte inferior
mergulhada em solugédo contendo concentragbes diferentes, sendo 10 bulbos em
uma solugéo de 2,5% de polpa do fruto da M. citrifolia e 97,5% de agua destilada, 10
bulbos em uma solugdo de 5% de polpa do fruto da M. citrifolia e 95% de agua
destilada, 10 bulbos em uma solucéo de 10% de polpa do fruto da M. citrifolia € 90%
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de agua destilada, 10 bulbos em uma solugdo de 20% de polpa do fruto da M.
citrifolia e 80% de agua destilada e 10 bulbos em uma concentragédo de 100% de

agua destilada para o controle negativo (Figura 4).

FIGURA 4 - Germinagao de Allium cepa na polpa do fruto da M. citrifolia.
Fonte: Arquivo pessoal do autor da Monografia.

Ao atingir o tamanho de 0,5 a 3 cm de comprimento, os meristemas foram
coletados e colocados em um tubo de ensaio, onde foram lavados em agua
destilada e hidrolisados com &cido cloridrico (HCI) a 1mol/L por 10 minutos em
banho-maria a 60C°, posteriormente os tubos de ensaio foram resfriados em agua
corrente.

Apds a lavagem dos meristemas hidrolisados em agua destilada foram feitos
esfregagcos com laminula em duas laminas para cada repeticdo de tratamento em
todas as concentragdes analisadas, totalizando 100 laminas. Apos 30 minutos de
secagem as laminas foram coradas com o Kit Panético Rapido LB que é composto
de trés recipientes: o primeiro com triariimetano a 0,1 %, o segundo com xantenos a
0,1% e o terceiro com tiazinas a 0,1 %, sendo as laminas mergulhadas 10 vezes em
cada recipiente com submersado de 1 segundo de duragdo na sequéncia acima
descrita. Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua destilada para retirar o
excesso de corantes e secas a temperatura ambiente. (MENEGUETTI et al., 2011).

A avaliagdo das laminas consistiu na observagcdo da presenca de
micronucleos em 1000 células em interfase por bulbo em microscopia 6ptica, com

objetiva de 40x e ocular de 10x tendo um aumento de 400x (Figura 5).
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Em cada lamina foram contabilizados pelo pesquisador fragmentos
extracromossémicos de DNA citoplasmaticos contados como micronucleos. Sendo
que o pesquisador ndao estava ciente das porcentagens analisadas antes das
contagens afim de nao falsear os resultados.

Conforme Thomas et al. (2009), as células com micronucleos foram
caracterizadas pela presenca de dois nucleos, sendo um nucleo principal e um

nucleo menor (variagao entre 03/01 e 16/01).

FIGURA 5 - Micronucleo em célula de Allium cepa exposta (ocular:10x, objetiva 40x).

Para a analise estatistica foi utilizado varidncia (ANOVA) teste néo-
paramétrico TUKEY, feito pelo Software Graphad PRISM 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 POLPA DOS FRUTOS

Apos o esmagamento e esfregaco do fruto contra a peneira supracitada foi
obtido uma substancia pastosa o que inviabilizou criar grupos de bulbos germinando

em solugdes com mais de 20% de polpa do fruto da M citrifolia.

5.2 ANALISE DE MICRONUCLEO

Os resultados obtidos através da analise mutagénica em A. cepa germinadas

nas polpas dos frutos estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1. Numero e média de micronucleo, em A. cepa a cada 1000 células por
ldminas e concentragoes.

H,0 25% 5% 10% 20%
Frasco 01 3 2 2 3 6
3 2 2 3 6
Frasco 02 5 2 6 3 3
4 2 3 3 4
Frasco 03 4 2 6 2 3
13 3 3 2 4
Frasco 04 8 3 4 2 4
7 2 3 2 3
Frasco 05 6 3 3 2 3
6 2 5 1 4
Frasco 06 4 3 6 1 2
3 3 2 2 3
Frasco 07 6 3 3 1 4
2 2 4 3 6
Frasco 08 4 4 2 1 4
7 3 5 2 4
Frasco 09 1 4 7 4 3
8 6 3 2 4
Frasco 10 8 3 3 1 3
12 2 2 2 5
Total 114 56 74 42 78
Média 5,7 2,8 3,7 2,1 3,9

Fonte: Arquivo pessoal do autor da Monografia.
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Observando os dados da tabela acima, nota-se a presenga de 5,7
micronucleos por 1000 células em concentragcao de agua destilada, sendo que a
mesma utilizada como controle negativo.

Para as concentragbes contendo 2,5%; 5%; 10% e 20% de polpa de M.
citrifolia obtiveram-se respectivamente 2,8 (P < 0.001); 3,7 (P < 0.01); 2,1 (P <
0.001) e 3,9 (P < 0.05) micronucleos por 1000 células, apresentando significancia
estatistica quando comparadas com o controle negativo, mostrando que as
concentragbes avaliadas apresentam um efeito anti-mutagénico nas células
analisadas (Figura 6).

As concentragbes contendo 2,5 e 10% de polpa do fruto da M. citrifolia
apresentaram uma maior significancia estatistica (***) quando comparadas ao grupo

controle.
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FIGURA 6 - Média de numeros de micronucleo encontrados em 1000 células de A. cepa, por
concentragdes de polpa do fruto da M. citrifolia. Significativo para * (P<0.05), ** (P<0.01) e ***
(P<0.001).

Visto que os grupos de 2,5 e 10% apresentaram valores inferiores em relagéao
ao outros grupos, acreditamos que essas concentragdes deveriam ser utilizadas
como féormulas na preparacdo de suco ou doces para que o fruto apresente um

possivel efeito anti-mutagénico.
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Vale ressaltar que o consumo de suco ou doces derivados da M. citrifolia nao
€ autorizado pela ANVISA antes que testes mutagénicos, toxicolégicos ou clinicos
sejam realizados, a fim de proteger a saude do ser humano, porém seu consumo
esta sendo cada vez maior pela populagéo brasileira de forma nao controlada.

Em consonancia com Mathivanan et al. (2005), devido ao alto consumo da M.
citrifolia como alternativa para a prevencao e tratamento de varias doengas entre
elas o cancer, os dados apresentados no presente trabalho irdo contribuir,
enriquecendo o conhecimento sobre um assunto que tdo pouco se conhece e
fortalecendo o conhecimento que o fruto da M. citrifolia apresenta efeitos anti-
mutagénicos em consonancia com outros trabalhos. (HIRAZUMI; FURUSAWA,
1999; JINHUA et al., 2008; PALIOTO; JABOR; ROCHA, 2009).

Vale ressaltar que as concentragdes estudadas acima foram diluidas em 50
ml de agua, por outro lado, quando absorvidas pelo epitélio intestinal de humanos,
sera diluida na corrente sanguinea em valores proximos a 3.500 ml de agua em um
adulto jovem normal.

Salienta-se também que o fruto da M citrifolia assim como os componentes da
raiz do mesmo, é incapaz de causar hepatotoxicidade. (WEST; JENSEN;
WESTENDORF, 2006; WEST et al., 2006). Porém, alguns trabalhos comprovam que
o consumo de M. citrifolia esta diretamente relacionado com a hepatotoxicidade.
(STADLBAUER et al., 2005; LOPES-CEPERO et al., 2007).

Em consonancia com o trabalho de Chearskul et al. (2004), acreditamos que
o consumo dos componentes da M. citrifolia devem ser utilizados para fins
terapéuticos de forma moderada, visto que a exposigdo prolongada aos seus

componentes podera apresentar riscos ao ser humano.
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CONCLUSAO

Conclui-se com o presente estudo que a polpa do fruto da M. citrifolia
apresentou efeito anti-mutagénico (P < 0.05) nas concentrac¢des de 2,5%; 5%; 10%
e 20% de polpa em &gua destilada quando comparado ao controle negativo.
Observou-se também que as concentragcbes de 2,5% e 10% de M. citrifolia
apresentaram uma maior significancia estatistica (P < 0.001) quando comparadas ao
grupo controle, contendo referéncias benéficas para efeitos anti-mutagénicos em
células vegetais.

Devido a grande eficacia do teste de micronucleo para identificar danos
mutagénicos em A. cepa, além do aumento do consumo da M. citrifolia observado
no Brasil nos ultimos anos, sugere-se novos estudos com diferentes concentragbes
a fim de eliminar possiveis fatores limitadores, tanto em células vegetais como

também em células animais.
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