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RESUMO: Morinda citrifolia L conhecida popularmente como noni, € uma pequena arvore
da familia das Rubiaceae, nativa do sudeste da Asia a Australia. Diversos trabalhos tém
comprovado agdo benéfica conferida pelo noni, tais como atividade antioxidante,
antibacteriana, antitumoral, anti-inflamatoria e vasodilatacdo. No Brasil, a utilizagdo do noni
para fins fitoterap€uticos ndo € permitida, devido sobretudo a caréncia de dados toxicologicos
sobre o fruto. Nesta perspectiva, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade,
bem como o potencial mutagénico do extrato aquoso do noni, por meio do SMART em
Drosophila melanogaster. Larvas de terceiro estagio resultantes do cruzamento padrao (ST) e
de alta bioativacdo metabdlica (HB) foram tratadas com diferentes concentragdes de noni
(100; 50; 25; 12,5 € 6,25%). A toxicidade foi mensurada mediante moscas que sobreviveram a
exposi¢do em um tempo de 48 h. No SMART, larvas de terceiro estagio foram submetidas ao
tratamento cronico (48 h) a diferentes concentragdes subletais do noni (50; 25; 12,5 € 6,25%).
Os resultados revelaram efeito toxico do noni na concentragdao de 100%, tanto no cruzamento
ST quanto HB. Nao foi evidenciado efeito mutagénico em nenhuma das concentragdes
subletais testadas neste trabalho.

Palavras-chave: Mutagenicidade; SMART; Noni

ABSTRACT: Morinda citrifolia L popularly known as noni, is a small tree of the Rubiaceae
family, native from Southeast Asia to Australia. Several works have proven beneficial action
conferred by noni, such as antioxidant, antibacterial, antitumor, anti-inflammatory and
vasodilatation activity. In Brazil, the use of noni for phytotherapeutic purposes is not allowed,
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mainly due to the lack of toxicological data on the fruit. In this perspective, the present work
aims to evaluate the toxicity as well as the mutagenic potential of the noni aqueous extract,
through SMART in Drosophila melanogaster. Third-stage larvae resulting from standard
cross (ST) and high metabolic bioactivation cross (HB) were treated with different
concentrations of noni (100; 50; 25; 12.5 and 6.25%). Toxicity was measured by flies that
survived exposure in a time of 48 h. In SMART, third stage larvae were submitted to chronic
treatment (48 h) at different sublethal concentrations of noni (50; 25, 12.5 and 6.25%). The
results showed a toxic effect of noni at 100% concentration in both ST and HB crosses. No
mutagenic effect was evidenced in any of the sublethal concentrations tested in this work.

Keywords: Mutagenicity; SMART; Noni.

1. INTRODUCAO

Plantas medicinais podem ser definidas como vegetais que contenham em um ou mais
de seus oOrgdos substdncias ou percursores que possam ser utilizadas com finalidade
terapéutica (Kalluf, 2008). No Brasil a utilizagao de plantas e ervas de conhecimento popular
na medicina alternativa, como meio terapéutico para tratar algumas doengas humanas, ja vem
sendo usado ha muito tempo (Batista et al., 2005; Fabricant & Farnsworth, 2001; Maciel et
al., 2002; Prado et al., 2005). O conhecimento da populacdo sobre determinadas plantas,
principalmente ao que diz respeito as propriedades benéficas, as quais estas oferecem quando
administradas em pacientes com alguma enfermidade, tém contribuido para o
desenvolvimento da medicina alternativa, principalmente na sociedade de baixa renda (M aciel
et al.,2002).

A Morinda citrifolia L conhecida popularmente como noni, (Nelson; Elevitch, 2006;
Correia, 2010), é uma pequena arvore da familia das Rubiaceae, nativa do sudeste da Asia a
Australia, sendo esta, cultivada na Polinésia, India, Caribe, América do Sul e Central (Wang
et al., 2002; Su et al., 2005; Chanblanco et al., 2006; West et al., 2006). No Brasil, M.
citrifolia ¢ considerada uma fruta exoética, fornece matéria-prima com forte apelo comercial
devido a constitui¢do quimica do seu extrato, apreciado para fins terapéuticos.

Nos ultimos anos, ocorreu um grande interesse comercial em relacdo aos produtos
derivados do noni (Silva; Medeiros; Leite, 2012). O interesse por seus possiveis efeitos
beneficios ¢ crescente (Barros, 2008). E provavel que todas as partes do vegetal possam ser
utilizadas (folhas, caule, raizes, frutos e sementes). De acordo com Miiller (2007), o noni,
confere diferentes atividades bioldgicas como: atividade antioxidante, antibacteriana e

antitumoral. Frente as propriedades conferidas pelo noni, as que mais chamam aten¢do no
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ambito popular, estd relacionada com as atividades anti-inflamatorias e vasodilata¢do e a
propriedade anticancerigena, funcdo conferida pela inibi¢do da fun¢do pré-neoplésica e o
crescimento de tumores malignos (Yang et al., 2010; Pola et al., 2011).

Definido como um conjunto de mais de 100 doengas, que tém em comum o
crescimento incontrolado de células, o cancer € caracterizado pelo crescimento anormal, que
resultam na auséncia de reconhecimento celular, podendo ou ndo desencadear atividade de
metastase (invadir outros tecidos) (INCA, 2014).

Em um estudo utilizando o extrato etanolico da fruta M. citrifolia no tratamento do
melanoma, Candida ef al. (2014), ao tratar células em cultura durante oito dias, observou que
o extrato etandlico da fruta foi capaz de reduzir a atividade celular e inibiu em 45% a taxa de
proliferacdo de células de melanoma, indicando que o extrato etandlico dos frutos possui
atividade antitumoral. Segundo Wang e Su (2001), a propriedade antitumoral da M. citrifolia
estad presente no estagio inicial da carcinogénese.

De acordo Alencar et al. (2013), em uma pesquisa sobre a genotoxicidade e
nefrotoxicidade em ratos machos e fémeas, foi possivel evidenciar expressivos danos
genotoxicos em células renais, constatando que o noni tem poder genotoxico de maneira dose-
dependente, sugerindo grande risco para a saide, quando extrapolado os resultados
encontrados para humanos.

Segundo um informe técnico da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
0 noni ndo possui histérico de consumo no Brasil, sendo proibido a comercializagdo e
consumo da fruta e seus derivados até que sejam estabelecidos estudos que comprovem a
seguranca no uso do produto, conforme determinam a Resolugdo n°. 16/1999 e a Resolucao
16 RDC n°. 278/2005.

Para esta analise o modelo biologico utilizado foi a Drosophila melanogaster (Meigen,
1830), conhecida popularmente como “mosca-da-fruta”, ¢ um inseto da ordem Diptera, a qual
possui uma grande importancia para as pesquisas cientificas. O Teste para deteccao de
Mutagdo e Recombinagdo Somatica (SMART), usando como organismo-modelo a espécie
Drosophila melanogaster, fundamenta-se na detec¢do da perda da heterozigose em genes
marcadores, que sao analisados fenotipicamente nas asas da mosca. Este teste ¢ um eficiente
método para avaliar e quantificar o potencial mutagénico e recombinogénico causados por
agentes fisicos e quimicos (Graf et al., 1984).

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o potencial mutagénico da Morinda citrifolia (noni)

em células soméaticas de Drosophila melanogaster.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Morinda citrifolia L — noni

A Morinda citrifolia L (Figura 1) conhecida popularmente como noni, € uma pequena
arvore da familia das Rubiaceae (Nelson e Elevitch, 2006; Correia, 2010), nativa do sudeste
da Asia a Australia, sendo esta, cultivada na Polinésia, India, Caribe, América do Sul e
Central (Wang et al., 2002; Su et al., 2005; Chanblanco et al., 2006; West et al., 2006). A
folhagem da planta ¢ similar a alguns tipos de citros. Essa arvore frutifera possui a copa
similar ao sistema radicular, a planta adulta atinge de 3 a 10 m de altura e permanece
enfolhada o ano todo (Tombolato; Barbosa; Hiroce, 2005). O fruto do noni é de formato
ovalado, suculento e apresenta varias sementes por fruto. A casca do fruto ¢ muito fina,
facilmente retirada, quando o fruto estd maduro. Pode ser dividido em trés estadios de
maturagao conforme a cor: verde (casca verde), de vez (casca verde amarelada) e maduro
(casca amarela esbranquicada). Considerando a polpa, ocorre mudanga de coloragao,
passando da cor branca para a amarela, a medida que o fruto amadurece (Tombolato; Barbosa;

Hiroce, 2005).

Figura 1. Fruto verde de Morinda citrifolia L — Noni.

Considerada uma fruta exoética, fornece matéria-prima com forte apelo comercial
devido a constituicdo quimica do seu extrato, apreciado para fins terapéuticos. Um dos
principais componentes encontrados na fruta ¢ a Proxeronina, precursora do alcaldide

xeronina que ativa as enzimas catalisadoras do metabolismo celular, (Tombolato; Barbosa;

Hiroce, 2005).
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Nos ultimos anos, ocorreu um grande interesse comercial em relagdo aos produtos
derivados de noni (Silva; Medeiros; Leite, 2012), o interesse ¢ devido as propriedades
fitoterapéuticas aliadas a capacidade de cura de diversas enfermidades, inclusive o cancer.
Segundo Rodriguez (2004) existem mais de 120 problemas de satde que podem ser tratados,
e até mesmo curados com o noni e seus derivados.

Pesquisas realizadas ressaltam que o noni fortalece o Sistema Imunologico,
estimulando a producdo de linfécito T, atua produzindo macrofagos e/ou linfocitos que
constituem um componente vital das defesas naturais do organismo, combate muitos tipos de
bactérias e regula a fungdo celular e reforca a regeneragdo das células danificadas (Solomon,
1999). Somado a estes eventos a xeronina, principio ativo mais abundante no fruto, tem a
capacidade de contribuir para corrigir disfungdes cerebrais associadas a dor, agindo como um
potente analgésico (Solomon, 1999).

Segundo um informe técnico da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
0 noni ndo possui historico de consumo no Brasil, sendo proibida a comercializagdo e
consumo da fruta e seus derivados até que sejam estabelecidos estudos que comprovem a
seguranca no uso do produto, conforme determinam a Resolugdo n°. 16/1999 e a Resolucao

16 RDC n°. 278/2005.

2.2 Cancer

Definido como um conjunto de mais de 100 doengas, que tém em comum o
crescimento incontrolado de células, o cancer € caracterizado pelo crescimento anormal, que
resultam na auséncia de reconhecimento celular, podendo ou ndo desencadear atividade de
metastase (invadir outros tecidos) (INCA, 2014). Existem varios tipos de cancer sendo eles
correspondentes a cada tipo de célula existente em nosso organismo, por exemplo, se o cancer
tem inicio em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, ele ¢ denominado carcinoma. Se
comeca em tecidos conjuntivos como 0sso, musculo ou cartilagem ¢ chamado de sarcoma.

As causas do cancer sdo inumeras, podendo ser resultantes de alteracdes em genes
selvagens e sua conversdo em genes mutantes, por resultado da interagdo com fatores
ambientais, como alimentagao (produtos de natureza quimica e/ou bioldgica) ou exposicao a
mutagenos fisicos (radiacdo UV e material radioativo) (Dantas et al., 2008). Além disso,
alguns canceres podem apresentar natureza hereditaria ou origem por remodelagem da

cromatina (fatores epigenéticos) (Moura, 2009).
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O cancer em suma, pode surgir a partir de alteragdes que ocorrem no DNA, esse fator
¢ conhecido como mutagao genética e podem ocorrer em qualquer entidade do genoma, sendo
mais preocupante em genes especiais como 0s proto-oncogeneses ou genes supressores de
tumor, ambos reguladores do ciclo celular. Os proto-oncogenes, que a principio sao inativos
em células normais, podem induzir tumor quando sofrem mutagdes. As muta¢des podem
também afetar genes que participam da divisdo celular, alguns destes genes sdo chamados de
genes supressores de tumor (INCA, 2014). Mutagdes em genes supressores de tumor podem
ativar os proto-oncogenes transformando-os em oncogenes, responsaveis pela malignizagao
(cancerizagao) das células normais (INCA, 2014).

Segundo o Instituto Oncoguia (2015), as células cancerosas podem se multiplicar
desordenadamente, se espalhando para os tecidos mais proximos. O acumulo dessas células
d4 inicio a formagao de tumores malignos. As mutagdes podem ser de dois tipos: herdadas ou
adquiridas.

Mutagdes herdadas ocorrem apds o ovoécito II ser fecundado, sendo que esta mutagao
quando ndo reparada, perpetuara no zigoto e demais etapas do desenvolvimento embrionario,
expressando a nivel do fendtipo em individuos adultos em todas as células do organismo
(Instituto Oncoguia, 2015).

Mutagdes adquiridas, atuam em células somadticas, sendo esta transferida por
sucessivas divisdes mitdticas para uma determinada populacdo de células. Ao contrario de
mutagdes herdadas, as mutagdes adquiridas ndo vao afetar todas as células do organismo. As
mutacgdes também podem ocorrer por erros espontaneos durante a atuagdo do replissomo ou
de maneira induzida, por diferentes xenobidticos ou agentes fisicos. Seja de maneira
espontanea ou por maneira induzida, quando uma célula sofre alguma alteragdo, ela recorre a
maquinaria de reparo do organismo. Caso o reparo seja muito agressivo, a célula ¢ marcada
para morte celular. Caso a mutagdo escape do mecanismo de reparo, estd podera acumular na

célula e desenvolver uma célula com atividade neoplésica (Instituto Oncoguia, 2015).

2.3 Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster (Meigen, 1830), conhecida popularmente como “mosca-
da-fruta”, ¢ um inseto da ordem Diptera, a qual possui uma grande importancia para as
pesquisas cientificas. Estas moscas na natureza apresentam olhos vermelhos, corpo cinzento e
asas longas. Possui dimorfismo sexual (Figura 2), sendo que a fémea ¢ maior que o macho,
apresenta um corpo mais corpulento, composto por “faixas pretas” em todo o seu abdémen; ja

o macho ¢ menor, € no seu abdomen proximo ao cerco ele possui uma forte pigmentagao
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preta, somado a presenca de apéndices sexuais no primeiro par de pernas (Protocolo -

Utilizagcdo de Drosophila em Genética: 1* Parte, 2001).

Figura 2. Dimorfismo sexual em um esquema comparativo entre o individuo do sexo
masculino  (esquerda), e um  individuo do sexo feminino  (direita).
Fonte: http://biologiafavaloro.blogspot.com.br/2012/07/laboratorio-de-genetica.html. Acesso:
23 Abril 2017

No ciclo de vida da Drosophila (Figura 3), ela passa por uma fase de ovo, decorrendo
a embriogénese em cerca de 24 horas eclode entdao uma 1* forma larval, seguido mais um dia
se transforma numa larva de 2° estdgio. Decorrido mais um dia a larva muda novamente e
transforma-se em larva de 3° estdgio, que aumenta significativamente de tamanho ao longo de
trés dias. ApOs essas fases ela comeca a ficar imovel, segrega uma cuticula espessa e forma
uma espécie de casulo denominada pupa. Durante a fase de pupa, que demora cerca de quatro
dias, ocorre metamorfose, a qual envolve a degradacdo de praticamente todos os tecidos
larvares e a proliferacao significativa dos discos imaginais. Estes sdo pequenos grupos de
c¢lulas, que irdo originar as estruturas do adulto (também conhecido por imago). Da pupa
eclode o individuo adulto, que atinge a maturidade sexual ao fim de 12 horas. Apenas ao fim
de uma hora de eclosdo da pupa é que as asas do adulto ficam completamente distendidas, os
adultos eclodem pouco pigmentados, e s6 ao fim de algumas horas ¢ que se torna dbvia a
coloragdo acastanhada do corpo e o padrdo de listas escuras dos segmentos abdominais.
(Protocolo - Utilizagdo de Drosophila em Genética: 1* Parte, 2001).
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Drosophila melanogaster ¢ um organismo eucarionte que tem 2n = 8 cromossomos,
sendo 3 pares de autossomos e 1 par sexual. Atualmente ¢ o modelo bioldgico mais utilizado
em pesquisas cientificas, devido as vantagens existentes ao manusear esse organismo, pois ¢
de facil manutengao em laboratério, tem um ciclo reprodutivo curto, fornece um grande
numero de individuos por progénie e apresenta reagdes metabolicas semelhantes as dos

mamiferos, o que permite um certo grau de extrapolagdo para humanos (Graf, 2006).
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Figura 3. Estagios de desenvolvimento Drosophila melanogaster

Fonte: http://www.sc.didaxis.pt/hereditariedade/drosophila.htm. Acesso em: 23 abril 2017

2.4 Teste para deteccio de Mutacido e Recombinacio Somaitica em Drosophila
melanogaster (SMART)

O Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) - Teste para deteccdo de
Mutagdo e Recombinag¢do Somatica usando como organismo-modelo a espécie Drosophila
melanogaster, fundamenta-se na detec¢do da perda da heterozigose em genes marcadores, que
sdo analisados fenotipicamente nas asas da mosca. Este teste ¢ um eficiente método para
avaliar e quantificar o potencial mutagénico e recombinogénico causados por agentes fisicos e

quimicos (Graf et al., 1984). No SMART ¢ possivel quantificar eventos de natureza
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clastogénica, aneugénica e pontual de mutagenos (Graf et al., 1984) e pro-mutégenos (Graf e
Van Shaik, 1992).

O teste SMART fundamenta-se em grupos de células, que proliferam separadamente
durante o desenvolvimento até diferenciarem, durante a metamorfose, em estruturas do corpo
da mosca adulta (olhos, asas, etc.). Uma vantagem desse método € possibilitar a exposi¢ao de
uma grande populacao de células dividindo mitoticamente no disco imaginal da larva. Se uma
alteracdo genética ocorre em uma célula do disco imaginal, esta sera detectada em todas as
células descendentes e formar um clone de células mutantes, que pode ser detectado como
uma mancha na superficie do corpo da mosca.

Para a realizacdo do teste sdo usadas trés linhagens mutantes de D. melanogaster:
Linhagem multiple wing hairs, flare ¢ ORR.

A linhagem multiple wing hairs apresenta o marcador mwh que por sua vez esta
localizado no cromossomo 3 (3-0,3) em homozigose recessiva. A expressao em homozigose
recessiva do mwh resulta em fenotipo de manchas mutantes caracterizadas pela presenga de
pelos multiplos (trés ou mais pelos) por célula nas asas da mosca.

A linhagem flare, possui o marcador f/r* localizado no cromossomo 3 que ¢ mantido
em hemizigose na presenca do balanceador cromossémico TM3, Bds, que se encontram em
posicdo proxima do centrémero (flr’, 3-38,9) quando comparado ao marcador mwh. A
expressao do marcador fIr° resulta em fenotipo de pelos que se assemelham a uma chama de
vela, ou espinho de roseira.

A expressdo de mwh e fIr’ resulta em pelos mutantes que diferenciam do fenétipo
selvagem. O pelo selvagem ¢ distribuido de maneira simples, ou seja, um Unico pelo por
célula na asa da mosca.

A linhagem ORR, possui 0 mesmo marcador da linhagem flr3, somado a presenga de
genes que codificam enzimas do complexo de citocromo P450 (CYP6A2), nos cromossomos
le2.

No teste SMART sao realizados dois cruzamentos 1- Cruzamento padrao (ST), entre
fémeas virgens da linhagem fIr* com machos da linhagem mwh. 2- Cruzamentos de
bioativacdo metabodlica (HB), feito entre machos da linhagem mwh e fémeas virgens da
linhagem ORR (Graf e Van Schaik, 1992).

Ambos o0s cruzamentos, produzem dois tipos diferentes de progénie: Trans-
heterozigoto marcado (mwh+/+fIr’) (MH), que possui o fenotipo de borda da asa lisa, e

heterozigoto balanceado (mwh+/+TM3, Bd*) (BH), caracterizado por apresentar fendtipo de
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borda de asa serrilhada, devido a presen¢a do balanceador cromossémico TM3, Bds (Graf et
al. 1984).

A progénie MH permite a identificacdo de eventos mutagénicos e recombinogénicos,
enquanto a progénie BH permite a identificacao apenas de eventos mutagénicos, visto que os
eventos recombinogénicos sao eliminados. A comparagdo dos resultados da progénie MH e
BH permite quantificar no total das manchas a contribuicdo dos eventos mutagénicos e

recombinogénicos (Graf et al. 1984).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Agentes quimicos e Preparacao do extrato

Os frutos de Morinda citrifolia (noni), foram coletados em area de zona rural do
municipio de Monte Carmelo, Minas Gerais, Brasil (18°44 03.46'S 47°35 23.41'O). A fazenda
estd situada a 11 Km da zona urbana.

Para a preparacao do extrato aquoso do noni foi usado todos os componentes do fruto
(epicarpo, mesocarpo e endocarpo). O fruto foi macerado/triturado com auxilio de
liquidificador (Mondial), e os componentes solidos foram separados com auxilio de peneira.
O suco extraido foi considerado como 100% de noni. Solugdes de 50%, 25% e 12,5% de noni
foram feitas ao acrescentar dgua obtida por sistema de osmose reverse (Quimis), na solucao
de 100%.

Etil carbamato — Uretano (CAS 51-79-6) foi obtido da empresa Fluka AG (Buchs,
Switzerland). Nesse experimento, Uretano (URE) na concentracao de 10 mM foi usado como

controle positivo com descrito na literatura (Morais et al., 2016).

3.2 Teste para deteccio de Mutacido e Recombinacio Somaitica em Drosophila
melanogaster (SMART)
3.2.1 Linhagens de Drosophila e cruzamento.

Para avaliar o potencial mutagénico do extrato do Noni foi utilizado o Teste para
deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo (SMART) em células somaticas de Drosophila
melanogaster, sendo considerado um teste de grande sensibilidade no rastreio da
genotoxicidade de potenciais xenobioticos, além de ser barato, relativamente rapido e fornece
resultados confidveis e reproduziveis (Graf et al., 1984).

Nesse experimento foram usadas trés linhagens mutantes de D. melanogaster:

Linhagem multiple wing hairs, flare ¢ ORR, ambas gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr.
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Mario Antonio Spand, do laboratorio de mutagénese da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU).

Estas linhagens foram mantidas em estoque, em frascos contendo 7 meio de cultura
de banana (1230 mL de agua; 16,5 de agar; 234 g de banana; 37,5 g de fermento biologico e
1,5 g de nipagin em po).

Foram realizados dois tipos de cruzamentos: 1- Cruzamento padrao (ST), entre fémeas
virgens da linhagem fIr* com machos da linhagem mwh. 2- Cruzamentos de bioativagao
metabolica (HB), feito entre machos da linhagem mwh e fémeas virgens da linhagem ORR
(Graf e Van Schaik, 1992).

Ambos os cruzamentos, produzem dois tipos diferentes de progénie: Trans-
heterozigoto marcado (mwh+/+fIr’) (MH), que possui o fenotipo de borda da asa lisa, e
heterozigoto balanceado (mwh+/+TM3) (BH), caracterizado por apresentar fendtipo de borda
de asa serrilhada, devido a presenca do balanceador cromossomico 7M3 Bd* (Graf et al.
1984).

Os ovos descendentes dos cruzamentos ST e HB foram coletados no periodo de 8
horas, em frascos contendo meio de cultura a base de agar (4%) e fermento bioldgico
suplementado com sacarose. Apos 72+4 horas, larvas de terceiro estagio foram lavadas com
agua obtida por sistema de osmose reverse e coletadas com auxilio de peneira de malha fina e

posteriormente submetido ao tratamento cronico por 48 horas.

3.2.2 Tratamento e Ensaio de sobrevivéncia

Para mensurar a toxicidade do noni, 20 larvas de 3° estdgio foram submetidas a
tratamento cronico por 48 horas. O tratamento foi realizado em vials (2,5 cm de didmetro por
8,0 cm de comprimento) contendo 1,5 g de puré€ de batata (Yoki Alimentos S.A) hidratado em
5 mL de extrato aquoso do noni nas concentragdes de 100%, 50%, 25% e 12,5%.

Foi quantificado a quantidade de imagos que emergiram das pupas apos o processo de
metamorfose e os dados foram gerados em porcentagem de sobrevivéncia.

O tratamento do SMART foi feito nas mesmas concentragdes ¢ condi¢des
experimentais do ensaio de sobrevivéncia. No SMART foram analisadas apenas as
concentracdes subletais. Resultados referentes a taxa de sobrevivéncia estao apresentados na
Figura 1.

O SMART foi acompanhado de controle negativo (agua obtida por sistema de osmose

reverse) e controle positivo (10 mM de URE).
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3.2.3 Preparaciio das laminas e analise microscépica

As moscas adultas descendentes dos cruzamentos ST e HB, apds metamorfose foram
fixadas em etanol 70%, e armazenadas até momento de montagem das laminas. As asas
foram removidas e montadas em laminas e laminulas para microscopia sob solucdo de Faure
(30g goma arabica, 20 ml de glicerol, 50 g de hidrato de cloral e 50 ml de 4gua destilada) e
analisadas em microscopio 6ptico (OPTON modelo TIM — 2005 —B) com ampliacao de 400X.

3.2.3 Analise estatistica

Foram analisadas 40 moscas por concentracao (aproximadamente 48 000 células por
mosca), acompanhado de controle negativo e positivo. As frequéncias de manchas mwh, fIr’ e
gémeas foram registradas em um diagrama padrdo, expressando o tamanho das manchas, em
classes.

O procedimento de decisdao multipla (Frei e Wiirgler, 1988) foi utilizado para analisar
os dados, resultando em trés diferentes diagnodsticos: negativo, positivo ou inconclusivo. As
frequéncias de cada tipo de mancha (simples pequenas, simples grandes e gémeas) e o total de
manchas por mosca, de cada tratamento, foram comparadas aos pares (exemplo, controle
negativo vs. tratamento Noni) de acordo com Kastenbaum e Bowman (1970), com p = 0,05
(Frei e Wiirgler, 1988).

Comparacoes estatisticasreferentes as taxas de sobrevivéncia foram feitas por meio do

teste do Chi-quadrado para razdes de amostras independentes.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado o efeito do extrato aquoso de Morinda citrifolia
(noni) sobre a sobrevivéncia e a integridade do material genético de Drosophila
melanogaster.

Como apresentado na Figura 1 a taxa de sobrevivéncia de moscas tratadas com o
extrato aquoso 100% concentrado diferiu estatisticamente do controle negativo (P<0,05)
(4gua ultrapura), evidenciando efeito toxico, tanto em moscas descendentes do cruzamento ST
(Figura 1A), quanto moscas descendentes do cruzamento HB (Figura 1B).

Os resultados obtidos sugerem que compostos presentes no extrato do noni podem
apresentar agdo citotoxica. Tal hipotese € sustentada pelo trabalho de Yassin et al (2015), o

qual afirma que o noni possui compostos que conferem toxicidade a Drosophila sp. Além
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disso, noni na concentragdo de 2 mg/mL foi hepatotdxico incrementando morte em 40% dos
ratos expostos oralmente por 3 meses (SHALAN; MUSTAPHA; MOHAMED, 2016).
Toxicidade reprodutiva, ossificagdo retardada, lesdes hepatoldgicas e reducao do
comprimento do figado, bem como efeitos comportamentais ja foram relatados em ratos em
dieta a base de noni (Muller et al., 2009; Marques et al., 2010; Shalan; Mustapha; Mohamed,
2016).

Baseado nos resultados de sobrevivéncia de D. melanogaster, os efeitos do noni sobre
a integridade do material genético foram avaliados por meio do Teste para Deteccdo de
Mutag¢do e Recombinacdo Somadtica em asas de D. melanogaster — SMART. Os efeitos
mutagénicos foram avaliados nas quatro concentragdes subletais identificadas no ensaio de
sobrevivéncia.

Foram quantificadas as frequéncias de manchas simples pequenas, grandes e manchas
gémeas em todas as moscas tratadas com noni e uretano, e as frequéncias foram comparadas
com o controle negativo (agua ultra-pura). Como apresentado na tabela 1 e 2 nenhuma das
concentracdes de noni testadas neste trabalho apresentaram alta frequéncia de manchas
mutantes. Neste sentido, os resultados obtidos pelo SMART sugerem que o extrato aquoso de
noni nas concentracdes de 50; 25; 12,5 e 6,25 ndo apresentam efeito mutagénico ou
recombinogénico para D. melanogaster. Os resultados obtidos apontam para a auséncia de
mutagenos diretos (cruzamento ST — tabela 1) e pro-mutagenos (cruzamento HB — tabela 2)
no extrato aquoso usado neste trabalho.

Conforme apresentado na tabela 1 e 2, uretano a 10 mM induziu alta frequéncia de
manchas mutantes, diferindo assim do controle negativo em todas as categorias de manchas,
tanto nos descendentes do cruzamento ST, quanto do HB.

Mais de 195 artigos estao disponiveis tendo como objeto de estudo a M. citrifolia. A grande
maioria dos trabalhos, buscam sobretudo, avaliar as propriedades benéficas e maléficas do
extrato aquoso do fruto ou folha em diferentes organismos modelos, bem como a
quantifica¢do dos componentes presentes no extrato. Uma grande discordancia dos dados ¢é
observada. Enquanto muitos pesquisadores defendem as propriedades benéficas do noni,

muitos outros asseguram propriedades toxicas conferida pelo mesmo.
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Figura 1. Taxas de sobrevivéncia das progénies de Drosophila melanogaster resultantes dos
cruzamentos ST (A) e HB (B), tratadas cronicamente como diferentes concentragdes de Noni.
NC = Controle negativo (Agua); PC = Controle positivo (Uretano 10 mM).

*Diferenga estatisticamente significativa (P<0,05) de acordo com o teste do Chi- quadrado

para razdes de amostras independentes
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Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos com o Teste para deteccio de Mutacdo e Recombinagdo Somadtica (SMART) em Drosophila

melanogaster na progénie trans-heterozigoto marcado (MH) do cruzamento padrdo (ST) apos tratamento cronico de larvas com extrato aquoso

do noni.
Manchas por moscas (nimero de manchas); diagnostico estatistico®
Frequéncia de formagao de
Manch clones/10° células por
anchas o q
d
Tratamentos Numero de Manchas simples Manchas Total de Manchas e
simples N com clone Observado Controle
(mM) moscas grandes gémeas manchas c ..
pequenas > 2 células)® mwh corrigido
(1-2 células)® (

Controle negativo 40 0,45 (18) 0,05 (02) 0,00 (00) 0,50 (20) 18 0,92
Uretanol0 40 2,58 (103)+ 0,35(14)+ 025(10)+ 3,18 (127) + 125 6,40 5,48
Noni
6,25 % 40 0,28 (11) - 0,20 (08) i 0,03 (01) 1 0,05 (20) - 20 1,02 0,01
12,5 % 40 0,13 (05) - 0,05 (02) 1 0,03 (01) 1 0,20 (08) - 08 0,40 -0,52
25,0 % 40 0,18 (07) - 0,10 (04) 1 0,00 (00) 1 0,28 (11) - 11 0,56 - 0,36
50,0 % 40 0,33 (13) - 0,03 (01) 1 0,03 (01) 1 0,38 (15) - 14 0,71 - 0,21

2 Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): U-test; niveis de probabilidade: -, negativo; +, positivo; 1, inconclusivo; P < 0.05
vs. controle negativo;

bincluindo raras manchas simples f1r°.

¢ Considerando clones mwh clones de manchas simples mwh e gémeas.

dFrequéncia de formacdo de clones: clones/moscas/48800 células (sem corre¢io de tamanho).
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Tabela 2. Resumo dos resultados obtidos com o Teste para deteccio de Mutacdo e Recombinagdo Somdtica (SMART) em Drosophila

melanogaster na progénie trans-heterozigoto marcado (MH) do cruzamento de alta bioativagdo metabolica (HB) apos tratamento cronico de

larvas com extrato aquoso do noni.

Manchas por moscas (nimero de manchas); diagnostico estatistico®

Frequéncia de formagao de

5 .z
Manchas clones/10° células por

oo~ d
Tratamentos Numero de Manchas simples Manchas Total de Manchas divisdo
simples n com clone Observado Controle
(mM) moscas grandes gémeas manchas . oid
pequenas (> 2 células)® mwh corrigido
(1-2 células)®
Controle negativo 40 0,53 (21) 0,05 (02) 0,00 (00) 0,58 (23) 22 1,12
Uretano10 40 13,93 (557) + 1,98 (79) + 1,08 (43) + 16,98 (679) + 656 33,60 32,48
Noni
6,25 % 40 0,30 (12) - 0,20 (08) i 0,03 (01) 1 0,53 (21) - 20 1,02 -0,10
12,5 % 40 0,35 (14) - 0,05 (02) 1 0,00 (00) i 0,40 (16) - 15 0,76 -0,36
25,0 % 40 0,18 (07) - 0,08 (03) i 0,03 (01) 1 0,38 (15) - 10 0,51 -0,61
50,0 % 40 0,30 (12) - 0,23 (09) + 0,03 (01) i 0,55 (22) - 21 1,07 -0,05

2 Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): U-test; niveis de probabilidade: -, negativo; +, positivo; 1, inconclusivo; P <0.05
vs. controle negativo;

®incluindo raras manchas simples f1r°.

¢ Considerando clones mwh clones de manchas simples mwh e gémeas.

9Frequéncia de formacdo de clones: clones/moscas/48800 células (sem corregio de tamanho
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Ao que diz respeito a ensaios de genotoxicidade/mutagenicidade, uma grande caréncia
de dados ¢ observada. Em concordancia com Franchi et al (2008) o tratamento cronico com
suco de noni, nao causou efeitos mutagénicos em D. melanogaster. Ratos e Bactérias quando
tratados em dieta suplementada com noni ndo apresentaram alteragcdes genéticas, resultado
confirmado pelo teste de aberracdo cromossOmica e o teste Ames, respectivamente
(Westendrof et al., 2007).

Além disso em D. melanogaster, noni demonstrou atividade antimutagénica e
antirecombinogénica contra os danos induzidos por doxorrubicina e mitomicina C (Franchi,
2008; Franchi et al., 2013).

Evidéncias de efeitos anticarcinogénicos também foram reportados por Lim et al
(2016), o qual ao testar extrato aquoso de folhas de noni, descobriu que os componentes do
noni eram capazes de induzir a apoptose de carcinoma de pulmao LL2 ao levar ao bloqueio
do ciclo celular da célula neoplasica. Além disso foi constatado alta expressdo de genes
associados a atividade anticancerigena e anti-inflamatoria.

Acdo anti-inflamatéria, ativacdo do sistema imunoldgico, protecdo hepatica e da
memoria a longo prazo, também foram evidenciados frente a exposicao de ratos ao extrato
aquoso de noni (Wang et al., 2008; Wang et al., 2008; Pauchauri et al., 2012).

No Brasil, mesmo que a ANVISA ndo tenha liberado o consumo de noni, comumente
a populacdo pode recorrer as propriedades fitoterapicas do fruto. Mesmo ndo sendo
evidenciado efeitos mutagénicos no presente trabalho, os autores reconhecem a necessidade
de mais pesquisas fundamentas na Genética Toxicoldgica, visando a obten¢do de informagdes

sobre a toxicocinética dos componentes do noni.

5. CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que nestas condi¢des experimentais, neste organismo
modelo e nestas concentragdes, o extrato aquoso de M. citrifolia ndo apresenta acao
mutagénica. Além disso, concluimos que a concentragdo de 100% apresenta componentes

com ag¢ao toxica para D. melanogaster.
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