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RESUMO

Morinda citrifolia Linn. € um arbusto de pequeno porte, que embora originado do
sudoeste da Asia e Austrdlia detém poder de adaptacdo nas mais diversas
condicdes geogréficas e climéticas, o suco do fruto é utilizada para diversos fins
terapéuticos. Considerando a preocupacédo com a frequente resisténcia microbiana
principalmente em pacientes imunocomprometidos, além da alta incidéncia de
neoplasias e baixa especificidade dos antineoplasicos disponiveis objetivou-se a
triagem fitoquimica, investigacdo da toxicidade; propriedades antimicrobianas e
antitumorais do extrato etanédlico de Morinda citrifolia L. A avaliacdo da toxicidade
seguiu a metodologia da Organizacdo para Cooperacdo Econbmica e
Desenvolvimento (OECD 423), a triagem fitoquimica foi realizada em cromatografia
de camada delgada, a microdiluicdo em placa de 96 poc¢os, com posterior revelagcéo
com resaruzina foi utlizada para os ensaios antimicrobianos e a atividade
antitumoral foi investigada in vivo frente ao Carcinoma de Ehrlich e ao Sarcoma 180.
Os alcaldides, importante classe de metabdlitos secundarios, ndo foram detectados
no extrato, por outro lado flavonoides, triterpenos, cumarinas e taninos foram
detectados. Apesar da observacdo de reacdes de excitabilidade do SNC no
screaming hipocratico, o estudo histopatoldgico dos figados e rins dos animais sO
apresentaram leves sinais de toxicidade na dose de 5000 mg/kg, nesta mesma dose
0 animais apresentaram reducdo de peso. A mensuracdo de marcadores
bioquimicos e hematolégicos ndo apresentaram variacdo significativa entre o0s
grupos teste e controle. Nao houve o6bito em nenhuma das doses nas vias de
administracdo testadas, assim o extrato apresentou DLsp > 5000 mg/kg, tanto pela
via oral quanto pela intraperitoneal sendo considerado como nédo téxico e
pertencente a classe 5, segundo a GHS: Globally Harmonized Classification Systen.
No teste antimicrobiano em relacdo as bactérias, as cepas Gram positivas foram
mais sensiveis que as Gram negativas, cepas de Staphylococcus aureus foram
inibidas na dose de 512ug/mL, ja as de Pseudomonas aeruginosa foram inibidas na
dose de 1024 pg/mL. A maioria das cepas de leveduras foram sensiveis; o fungo
filamentoso Aspergillus niger ndo apresentou sensibilidade nas doses testadas. A
inibicdo do crescimento tumoral frente ao Carcinoma de Ehrlich foi mais proeminente
na dose 200mg/kg/ip com percentual de inibicdo de 83,91%, por outro lado frente ao
Sarcoma 180 o maior potencial de inibicdo foi detectado na dose de 100 mg/kg/ip
com percentual de 85,86%. Assim conclui-se que o extrato etandlico de Morinda
citrifolia possui baixa toxicidade, e resultados promissores como antimicrobiano e
agente antitumoral, representando fonte promissora para isolamento de protétipos
de novos farmacos para tais finalidades.

Palavras-chave: Morinda citrifolia. Toxicidade. Neoplasias.Infeccdo



ABSTRACT

Morinda citrifolia Linn. is a small shrub, which though originated from Southeast Asia
and Australia hold power of adaptation in diverse geographic and climatic conditions,
the fruit juice is used for various therapeutic purposes. Given the concern about the
frequent microbial resistance especially in immunocompromised patients, in addition
to the high incidence of cancer and low specificity of available antineoplasic drugs
aimed to phytochemical screening, investigation of toxicity; antimicrobial and
antitumor properties of ethanol extract of Morinda citrifolia L. The evaluation of the
toxicity followed the methodology of the Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD 423), the phytochemical screening was carried out in thin layer
chromatography, in 96 well microdilution plate with subsequent development with
resaruzina was used for antimicrobial testing and antitumor activity was investigated
in vivo against Ehrlich carcinoma and sarcoma 180. Alkaloids, important class of
secondary metabolites were not detected in the extract, moreover flavonoids,
triterpenes, coumarins and tannins were detected. Despite the observation of
excitability of reactions on the Nervous systen in the Hippocratic screening,
histopathological study of animal livers and kidneys showed only slight signs of
toxicity at the dose of 5000 mg / kg, in the same dose the animals showed weight
reduction. The measurement of biochemical and hematological markers not showed
significant variation between test and control groups. No deaths occurred in any of
the doses tested routes of administration, thus the extract showed LD50> 5000 mg /
kg, both orally and by intraperitoneal being considered not toxic and belonging to
class 5, according to the GHS: Globally Harmonized Classification Systen . The
antimicrobial testing against bacteria, Gram-positive strains were more sensitive than
Gram-negative, Staphylococcus aureus were inhibited at a dose of 512ug/mL, the
Pseudomonas aeruginosa have been inhibited in a dose of 1024 ug/mL. Most yeast
strains were sensitive; the filamentous fungus Aspergillus niger showed no sensitivity
in the tested doses. The inhibition of tumor growth compared to Ehrlich carcinoma
was more prominent in the dose 200 mg/kg/ip with inhibition percentage of 83.91%,
on the other hand against Sarcoma 180 the greatest potential inhibition was detected
at the dose of 100 mg/kg/ip with a percentage of 85.86%. Thereforee it is concluded
that the ethanol extract Morinda citrifolia has low toxicity, and promising results as an
antimicrobial and antitumor agent and promising source for isolation of new drugs
prototypes for such purposes.

Keywords: Morinda citrifolia. Toxicity.Neoplasms.Infection
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1. INTRODUCAO

O uso e o conhecimento das propriedades medicinais de espécies vegetais é
considerada a primeira forma de tratamento utilizada pelo homem confundindo-se
com sua propria histéria (NOVAIS et al., 2003; CARVALHO; SILVEIRA, 2017,
BADKE et al, 2011). Embora em realidades diferentes a busca da medicina popular
€ crescente tanto em paises desenvolvidos com em desenvolvimento, no primeiro a
populacédo faz tal busca como medicina complementar ou alternativa, no segundo,
uma vez que 0 acesso a medicamentos é precario essa busca torna-se a fonte
principal de tratamento (WHO, 2011).

Tais espécies vegetais sdo consideradas potenciais fontes de moléculas que
servem de prototipo de novos medicamentos que podem ser utilizados para diversas
enfermidades, entre elas destacam-se sobretudo o cancer e as infec¢des. Em se
tratando do cancer, a busca de novas moléculas é motivada pela necessidade de
farmacos que consigam equilibrar de maneira positiva poténcia, toxicidade,
seletividade e efeitos secundarios; do mesmo modo correlacionando as infeccdes
como causa de prolongamento de internacdes hospitalares, aumento na morbidade
e mortalidade, além da resisténcia desenvolvida por parte dos microorganismos
frente aos antibidticos disponiveis, almeja-se a descoberta de novas moléculas com
atividade muito superior as existentes para viabilizar a utilizacdo de pequenas doses
e terem o papel de mais uma opcdo de tratamento (PEREIRA et al, 2004,
CABRERA; GOMEZ; ZUNIGA, 2007; BRANDAO et al, 2010). A busca por novos
agentes terapéuticos contra 0s processos infecciosos e neoplasias se faz urgente
para o mercado mundial também quando se considera o aspecto financeiro global ja
gue a producdo de fitoterdpicos ou de medicamentos derivados de vegetais é
viabilizada pelo o uso sustentavel de fontes renovaveis, podendo desta forma
propiciar a criacdo compostos mais acessiveis para a populacdo (SI-YUAN et al.,
2010).

Atualmente se presencia a revalorizacao, por parte da industria farmacéutica,
da natureza como fonte potencial de novos farmacos (TAUFER; FERRACO;
RIBEIRO, 2006; ALMEIDA; PINTO, 2011). No Brasil a pesquisa e desenvolvimento
de novos farmacos a partir de espécies vegetais visa ndo apenas menores custos,

como também uma alternativa de superar a dependéncia externa visto que
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majoritariamente os farmacos aqui comercializados sao advindos de importa¢cdes ou
producdes multinacionais (BENINI et al., 2010).

Sob a o6tica molecular os produtos naturais, possuem mais centros quirais,
menos heteroatomos, &tomos de menor massa molecular e sistemas de anel mais
variados quando comparados aos compostos sintéticos, o que garante maior
probabilidade de atividade biolégica (PAN, 2013). Quando nédo eficaz por si s6 as
substancias naturais podem ser aproveitados como protétipos, que com o
aprimoramento podem ter otimizacao de estabilidade, propriedade farmacocinéticas,
diminuicdo de efeitos colaterais, entre outros (ORTHOLAND; GANESAN, 2004).

Embora seja crescente o numero de espécies vegetais do Brasil ou que aqui
sdo cultivadas, que tiveram suas propriedades medicinais e toxicas elucidadas,
existem diversas espécies as quais ainda ndo foram contempladas com estudos de
investigacdo terapéutica ou toxicolégica, e que podem ser promissoras no
desenvolvimento de novos medicamentos (MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI;
MANTOVANI, 2010).

A utilizacdo da Morinda citrifolia L. data de mais de 2000 anos pelos povos
polinésios e com o tempo algumas atividades farmacologicas vinheram a tona como
por exemplo, antioxidante, antitumoral, anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana,
imunomoduladora (ATKINSON, 1956; YOUNOS et al., 1990; DITTMAR, 1993;
McKQOY; THOMAS; SIMOM, 2002; PAWLUS; KINGHORN, 2007). Encontra-se
plantios de Morinda citrifolia L. no Nordeste do Brasil, principalmente nos estados de
Sergipe e Ceara, além de também em outros estados como Acre, Sdo Paulo e
Minas Gerais, embora tenha cultivo difundido, ha poucos trabalhos realizados com a
planta no pais (CORREIA et al., 2011).

O efeito terapéutico ou téxico de produtos obtidos naturalmente se deve a
presenca dos metabdlitos secundarios produzidos por plantas, bactérias,
protozoarios e animais sdo repostas a estimulos externos dentre os quais pode-se
citar infec¢des, competicdo, mudanca nutricional e predacao (PESSOA et al., 2006).
Tratando-se de espécies vegetais, entre outros fatores que interagem para a
producdo de metabdlitos secundéario estdo a sazonalidade, indice pluviométrico,
radiacdo UV, composicao atmosférica, altitude, temperatura além da idade do

vegetal e constituintes do solo, contudo uma mesma espécie vegetal pode
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apresentar mudanca na producdo de metabdlitos secundarios de acordo com o seu
local de cultivo (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Assim, torna-se imprescindivel estudar a composicdo do fruto cultivado em

diferentes partes do Brasil, bem como a avaliacdo do seu potencial biologico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O embasamento teodrico referente a toxicidade e aplicacfes terapéuticas de

produtos naturais esta descrito a seguir.

2.1 Toxicidade e seguranca dos produtos naturais

Paracelsos (1493-1541) observou e introduziu o conceito de que todas as
substancias sdo téxicas e que a dose € quem diferencia o medicamento de um
agente téxico. O mesmo pode ser definido como toda substancia que em dose
suficiente provoca desestabilizacdo do organismo, como enfermidades, e até a
morte. A maioria dos consumidores de produtos de origem natural sdo motivados,
além dos custos menores, pela prerrogativa de que tais produtos sao isentos de
toxicidade e efeitos adversos, desconhecendo que a toxicidade; efeitos adversos e
colaterais; interagcdes com outras drogas ou alimentos e até os produtos de sua
biotransformacdo demandam problemas de saude publica bem como sdo causas
frequentes de internacdes hospitalares (LANGMAN; KAPUR, 2006; BALBINO; DIAS,
2010).

Tanto o uso como também o estudo de plantas medicinais comprovou ao
longo dos anos que varias espécies sao constituidas de substancias potencialmente
perigosas, por esta razdo devem ser utilizadas respeitando-se o riscos toxicologicos
(VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Para tanto os estudos toxicolégicos de
xenobidticos visam tanto garantir a seguranca do homem dos possiveis efeitos
negativos, como estabelecer limites seguro para novos agentes e avaliar a
aplicabilidade da nova substancia, podendo assim contribuir para o desenvolvimento
de novos farmacos (HODGSON, 2004).

Substancias como o apiol, safrol, liganas, alcaléides pirrolizidinicos, alguns
tipos de terpenos, saponinas, lactonas, furanocumarinas, além de &cido oxalico,
nitrato, acido erdcico estdo presentes em varias plantas medicinais e sao
intimamente ligadas a eventos antinutricionais, hepatotdxicos, dermatites,
complicacBes renais e atividades geno e citotoxica (CAPASSO et al.,, 2000;
MORTELMANS; ZEIGER, 2000; VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

As substancias de origem natural representam maior diversidade quimica
dentre as principais fontes fornecedoras de protétipos a novos farmacos (HARVEY,

2008), e representaram grande contribuicdo dentre os farmacos aprovados de 1981
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a 2006 pelo FDA (NEWMAN; CRAGG, 2007). Aproximadamente 57,7% dos
farmacos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA), sdo baseados em
produtos naturais (OJIMA, 2008), em se tratando de vendas cerca de metade dos 20
medicamentos mais vendidos tem origem natural (BARREIRO, BOLZANI, 2009).
Referindo-se ao tratamento para doencas infecciosas 68,3% dos antimicrobianos
foram inspirados em produtos naturais, da mesma forma 79,8% dos antitumorais
também sao derivado de substancias naturais (CRAGG, GROTHAUS, NEWMAN,
2009).

Como contribuicdo dos produtos naturais para a terapéutica podemos citar, 0
potente analgésico morfina; a salicina, que contribuiu para o desenvolvimento do
acido acetilsalicilico; a quinina, a qual foi guia para varios antimalaricos, o
cardiotonico digoxina, o anticancerigenos paclitaxel, vincristina e vimblastina, além
da galantamina para tratamento de Alzheimer, entre outros (VIEGAS-JR; BOLZANI,;
BARREIRO, 2006; BUTLER, 2008). Em parte propiciado pelo advento de
tecnologias como a quimica combinatoria, os produtos naturais experimentaram
declinio em pesquisas, por parte das industrias farmacéuticas, entre os anos 1990 —
2000s (BAKER et al., 2007), embora na realidade o sucesso foi limitado, uma vez
gue apenas molécula obtida por quimica combinatdria que atingiu o mercado, o
sorafenib (NEWMAN; CRAGG, 2007; HARVEY, 2008).

Em 2008, um manual da Organizacdo Mundial de Saude dispondo das
normas técnicas para ensaios clinicos com fitoterapicos, foi adotado pelo Ministério
da Saude, o que contribuiu para determinacdo de quais plantas e fitoterapicos
apresentavam efetividade e seguranca para o uso clinico (BRASIL, 2008) A
toxicidade e a seguranca de determinada substancia quimica estdo relacionadas
com sua concentracdo e tempo de permanéncia e/ou exposicdo, contudo os testes
de toxicidade sdo ferramenta para avaliacdo dos possiveis efeitos adversos de
forma padronizada, em condi¢cdes replicaveis (SILVERIA, 2007). Dentre espécies
relacionadas com eventos téxicos podemos destacar o mastruco (Chenopodium
ambrosioides L.); a trombeteira (Datura suaveolens Humb. & Bopl ex Wild); jurubeba
(Solanum paniculatum [.); arnica (Arnica montana L.); cascara sagrada (Rhammus
ourshiana C); arruda (Ruta graveolens) e confrei (Symphytum officinale L.) (VEIGA
JR.; PINTO; MACIEL, 2005)
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2.2 Produtos naturais e terapia anticancer

Ha mais de cem tipos e subtipos de cancer, os quais podem ser encontrados
nos mais diversos 6rgdos; caracterizando-se sobretudo pela instabilidade genética e
alta capacidade de multiplicacdo. A auto-sucificiéncia em sinais de crescimento;
independéncia a inibicdo de fatores de crescimento; inibicdo da apoptose; invasao a
tecidos e metastase podem ser citadas como caracteristicas resultantes da soma de
mutacdes ocorridas em nivel celular. De forma evolutiva a massa tumoral passou a
contar com o suporte de células estromais, adquirir estratégia para ndo deteccéo
imunolégica e capacidade de angiogénese (LUO et al., 2009; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

As mutacgdes ocorridas como resultados de erros na replicacdo do DNA, que
pode ser facilitados por fatores como: quimicos, fisicos, hormonais, biolégicos, séo
atuantes no processo de carcinogénese, este compreende quatro etapas, dentre
elas a iniciacdo, que compreende as mudancas genéticas a nivel de DNA;
promocao, que engloba as mudancas genéticas adicionais como por exemplo a
maior expressédo de oncogenes e menor de genes supressores e de reparo de DNA;
conversdo para malignidade, caracterizada pela expresséo de fenotipos malignos; e
a progressao tumoral que pode caracterizar-se pela metastase (KUMMAR; ABBAS,;
FAUSTO, 2004; WEINBERG, 2008). Os tecidos acometidos por neoplasias véao
perdendo funcdo, uma vez que as células cancerosas sdo menos especializadas
gue suas correspondentes e fazem a substituicdo das mesmas (ALMEIDA et al.,
2005).

Além da resisténcia a mecanismos de apoptose e aos sinais antiproliferativos,
as células cancerigenas apresentam desregulacdo metabdlica comparando-se com
células normais, resultando em comprometimento da homeostase do tecido
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Basicamente o cancer é classificado como doenca resultante de mutacées em
pronto-oncogenes e/ou genes supressores tumorais, sendo desenvolvida por
alteracdes em vias de sinalizacéo celular (OUYANG et al., 2012). Atualmente vem
consolidando-se a idéia da origem policlonal do cancer, uma vez que 0 mesmo
caracteriza-se por um tecido complexo constituido por varios tipos celulares
diferentes interagindo, as quais durante a progressdo podem sofrer novas mutacdes
em células individuais e estas podem continuar a proliferar e formar clones

sustentando a premissa de heterogeneidade intratumoral, sendo assim cada um dos
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diferentes clones podem interagir de maneira diferente com o tratamento
(GERLINGER et al., 2012; LANDAU et al., 2013).

Os tumores malignos sao responsaveis por um numero crescente de
pacientes pelo mundo, representando a segunda maior causa de morte no pais,
perdendo apenas para o grupo de doenca cardiovasculares (SRIVASTAVA et al.,
2005). Estimativa para os anos 2014/2015 revelam 580 mil novos casos da doenga
no Brasil, a figura 1 demonstra a taxa bruta de incidéncia de acordo com sexo e
localizagdo priméaria (INCA, 2014). Para 2020, a incidéncia esta prevista de superar
15 milhdes, totalizando cerca de 60% dos casos novos ir8do se concentrar em
regides menos desenvolvidas (SANTOS et al., 2012; INCA, 2014).

Figura 1 — Estimativa de incidéncia do cancer de acordo com sexo e localizacdo primaria
para os anos 2014/2015
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Fonte: INCA, 2014

Entre outras, a morte celular pode enveredar pela apoptose, necrose,
autofagia ou catastrofe mitética, tais vias podem interagir na eliminacdo de células
cancerigenas e constituem via de atuacdo de drogas antitumorais ja que para a
manutencdo da homeostase a taxa de proliferacdo deve manter o equilibrio com a
taxa de morte celular (KROEMER et al., 2009; JAIN et al., 2013).

Ainda que a resseccao cirlrgica dos tumores, radioterapia, quimioterapia
além de terapia adjuvantes como a associacao de anticorpos monoclonais, 0s quais
compfe a terapéutica frente ao cancer, promovem resultados promissores para
alguns tipo de canceres, existem varios tumores que nao respondem aos protocolos
clinicos, debilitando a eficicia do tratamento (KUMMAR, ABBAS, FAUSTO, 2004).
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Assim ha a necessidade de se fomentar a busca por terapéuticos que possam
possibilitar chances reais para o controle da doencas, além de reducdo da
morbidade, facil administracao e efeitos colaterais insignificantes (COSTA-LOTUFO
et al., 2010).

Antes do século XIX havia exclusividade das plantas medicinais e extratos
vegetais como recursos terapéuticos. A tendéncia de isolar principios ativos iniciou-
se depois do século XX (GROTHEY, 1998; CHENG; LEUNG; LEUNG, 2003). Cerca
de 80% da populacdo mundial recorre & produtos vegetais para a terapéutica de
desconfortos (CAETANO et al., 2002).

Os metabdlitos secundéarios que alcagcam alvos terapéuticos humanos,
resultam de defesas quimicas que os vegetais utilizam para competir por espaco e
se defender de herbivoros e patdégenos, tal fato explica a diversidade quimica destes
compostos. O estudo dos mecanismos de atuacdo destes metabdlitos nos alvos e o
isolamento dos mesmos séo considerados prioridades na farmacologia (FERREIRA;
PINTO, 2010; CRAGG; NEWMAN, 2013).

A introducdo do primeiro antineoplasico de origem natural ocorreu no
tratamento de um paciente com tumor de Wilms metastatico em 1954, quando Faber
utilizou um antibidtico extraido de cultivo de uma espécie de Streptomyces,
denominado de Actinomicina D, tal fato despertou o até entdo desconhecido
interesse do meio cientifico por essa area (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Muitos
dos compostos naturais antineoplasicos foram identificados através da
etnofarmacologia (BAILLY, 2009).

Embora a maioria dos quimioterapicos terem sido selecionados devido ao
potencial de antiproliferacdo celular, € crescente a identificacdo de moléculas
promissores com atividades especifica contra alguns mecanismos metabdlicos da
célula tumoral, inibicAo da neovascularizacdo tumoral, inducdo da rediferenciacéo
celular ou estimulacéo da apoptose (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Em funcdo da grandiosa biodiversidade do Brasil existe um potencial enorme
para a descoberta de novos protétipos a antineoplasicos, uma minoria dos vegetais
superiores tiveram analise de constituintes com atividade antineoplésica, assim
grande numero de moléculas ainda estam por elucidadar. Para a ampliacdo e
fomentacdo dessas descobertas o conhecimento de novos alvos terapéuticos bem
como o esforgco multidisciplinar se faz necessario, afim de se obter a otimizagéo

molecular fazendo uso por exemplo de técnicas de sintese, quimica combinatéria e
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bioquimica (PESSOA et al, 2006). A cancerologia experimental, que foi impulsionada
apos a constatacdo que os animais desenvolvem cancer por motivos semelhante
aos humanos, € relevante para o estudo de processos neoplasicos (Ql; XU, 2006).
Alguns agentes antineoplasicos naturais promissores ou neles baseados estdo em
fase clinica da pesquisa, entre ele podemos citar o flavopiridol e combrestastina A4
fosfato (KAPOOR, 2013).

2.3 Produtos naturais e antibioticoterapia

As doencas infecciosas praticamente evoluiram juntamente com as espécies
as quais hospedam os agentes etiologicos das infeccbes, atualmente ainda ha
grande incidéncia dessas enfermidades observadas ha cem anos atras. O ramo da
microbiologia tornou aparente esses patdgenos que antes eram desconhecidos
(WASSENAAR, 2011).

Identificadas pela primeira vez por van Leeuwenhock em 1670 com o advento
do microscopio, as bactérias sédo seres unicelulares, que apenas foram relacionadas
como agentes causadores de infeccdo e identificadas no século XIX. Em 1910 Paul
Ehrlich desenvolveu o salvarsan, primeiro antibidtico de origem sintética, destinado
contra sifilis. Outro agente antibidtico surgiu apenas em 1934, proflavina, este foi
muito utilizado durante a Segunda Guerra Mundial em infeccbes de feridas
profundas. A partir da descoberta do protonsil, por Gerhard Domagk que serviu de
prototipo para a classe das sulfonamidas, foi que introduziu-se 0s primeiros
antimicrobiano sistémicos (PATRICK, 2005).

O numero de compostos antibidticos com mecanismo de acéo alternativo em
estudos pré-clinicos, declinou significativamente, tal nUmero se estreita mais em se
tratando de moléculas eficazes para microrganismos Gram negativos (PAYNE et al.,
2007).

Dentre os mais antigos farmacos utilizados na antibioticoterapia oriundos de
espécies vegetais destaca-se o Quinino, a partir da arvore Cinchona, com acao
antimalarica, desta em 1820 foi isolada a quinina; como também a Emetina util nas
amebiases, obtida da raiz da Ipecacuanha, usada pelos indigenas para diarréia
(SIMOES et al, 2004).

As bactérias caracterizam-se de rapida multiplicacdo e alta capacidade de
adaptacdo; sofrem mutacdes constantes e trocam material genético entre si. A

resisténcia bacteriana é tida por alguns autores como um evento ecolégico visando
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uma adaptacdo frente a presenca de antibiéticos no meio no qual esté inserida
(DEMAIN , 2002; WOODFORD, 2005; FERNANDES, 2006).

Atualmente a resisténcia ocorre em ambientes variados, diferentemente do
século XIX, onde ocorria predominantemente em ambientes hospitalares. Como
fatores contribuintes correlaciona-se um inapropriado uso de antibiticos, mas
condi¢des de higiene, o aumento de pacientes imunocomprometidos e a demora no
diagnostico das infecgbes (FERNANDES, 2006). Compreende-se que a resisténcia a
antibioticos é algo de carater inevitavel e irreversivel, dai parte-se a premissa de que
os antibiéticos que lideram as vendas hoje em dia se tornem obsoletos (SILVEIRA et
al, 2007).

Os metabdlitos secundarios de espécies vegetais contribuem para a
descoberta de novos agentes antimicrobianos, podendo até atuar inativando
mecanismos de resisténcia bacteriana a farmacos como as bombas de efluxo
(GIBBONS, 2004; LEWIS; AUSUBEL, 2006). Podem atuar ainda como
potencializadores da atividade de outros antibiéticos que encontram-se limitados, ou
como atenuantes de viruléncia través da modulacdo do sistema imune (GONZALEZ-
LAMOTHE et al., 2009). Em algumas pesquisas os terpernos tem sido apontados
como detentores de atividade antimicrobiana, podendo agir na integridade da
membrana celular (GREAY; HAMMER, 2011; QIU et al., 2011).

A decisdo terapéutica sobre eventual prescricdo de antibidticos deve
fundamentar-se em real indicacédo, e a selecdo dos mesmos deve levar em conta 0s
maleficios da aplicacdo inadequada de farmacos (ZIMERMAN, 2010). Organismos
obtidos de novos ecossistemas tem tendéncia a desenvolver uma gama de
moléculas com diversidade quimica, as quais sao responsaveis de interagir com 0s
alvos moleculares nos microrganismos patégenos (CLARDY; WALSH, 2004,
WALSH; FISCHBACH, 2010). A busca por produtos antimicrobianos de origem
natural, explorando sobretudo a biodiversidade, contribui para acelerar o processo
de descoberta de novos antibiéticos, o que tem importdncia no cenario que
presenciamos de rapido desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

As altas taxas de resisténcia microbiana, o declinio de novos agentes
antimicrobianos aprovados por 6rgdos competentes, a necessidade de mecanismos

de acao alternativos podem ser consideradas como razdes motivadoras para a
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urgéncia de novos antibiéticos (PAYNE et al., 2007; LUZHETSKYY; PELZER;
BECHTHOLD, 2007; COATES; HU, 2007).

Sendo assim, é indiscutivel a necessidade de estudo tanto toxicol6égico como
farmacoldgicos de plantas medicinais, almejando além de descobrir, classificar como
segura novas alternativas terapéuticas para o tratamento tanto de processos

infecciosos como de neoplasias.

2.4 Morinda citrifolia L.

As caracteristicas, seguranca e 0s principais usos da espécie Morinda

citrifolia L. estéo dispostos a seguir

2.4.1 Origem, distribuicédo e aspectos botanicos

O vegetal Morinda citrifolia L. possui porte arbustivo-arbéreo (figura 2), de
crescimento ereto, composto de uma ou mais hastes principais, possuindo lenho de
coloracdo amarelada variando entre 3 a 10 m de altura; seus galhos jovens sao
angulares e com estrias, suas folhas s&o elipticas, opostas, com margens
onduladas, apresentando 10 a 40 cm de comprimento e 5 a 17 de largura; as
inflorescéncias apresentam-se em capitulos solitarios, em nimero de 2 a 3 por axila,
sendo de pedunculo glabro de 1 a 3 cm. Suas flores sdo pequenas, brancas,
tubulares unem-se basalmente e apresentam corola branca e carnosa, composto de
cinco lobulos com célice esverdeado com cinco estames com anteras enroladas em
seu apice, onde produzem pdlen, ficando agrupadas no pedunculo do fruto. Este,
popularmente conhecido como Noni, pos colheita, apresenta odor forte e
desagradavel semelhante ao &cido butilico, podem atingir 3 a 10 cm de
comprimento, apresentam-se ovais, carnosos, ligeiramente enrugados, com uma
coloracdo que varia entre verde, quando encontram-se firmes, ao amarelo semi-
translicido, quando a consisténcia torna-se macia e o odor butilico se intensifica
(CHAN-BLANCO et al., 2006; CORREIA, 2010).

A classificacdo botanica da Morinda citrifolia consiste em: Reino: Plantae -
Divisdo: Magnoliophyta - Classe: Magnoliopsida - Ordem: Gentianales - Familia:

Rubiaceae - Género: Morinda - Espécie: citrifolia - Nome cientifico: Morinda citrifolia
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L. (MULLER, 2007), o nome Morinda é derivado do latim: Morus, amora, e indicus,
indiana, em alusdo a semelhanca como o fruto da Morus alba, j& a semelhanca de
suas folhagens com algumas espécies de citrus culminou no nome citrifolia
(NELSON, 2006).

Figura 2 - Arbusto jovem de Morinda citrifolia L.

Fonte: Arquivo pessoal, SILVA, G.C.

Pertencendo a familia Rubiaceae, a qual é a quarta maior familia botanica
entre as angiospermas com 550 géneros e 9000 espécies, das quais 2000 sao
encontradas no Brasil; e originaria do sudoeste da Asia, Morinda citrifolia L. teve seu
cultivo e consumo amplamente difundido tanto por ser uma rica fonte de nutrientes e
propriedades fitoterapicas como também por sua facil adaptacdo, uma vez que pode
ser cultivado e consegue sobreviver em tipos de solos diversos e severos como
terrenos rochosos, arenosos, costeiros e vulcanicos. As cascas dos frutos
apresentam rachaduras formadas pelos ovarios de cada flor, no interior de cada
fruto existem centenas de sementes marrom-avermelhadas, sendo que a frutificacédo
ocorre 0 ano todo. A maioria das rubiaceas sao propria de regiées guentes, como 0s
tropicos, além da Morinda citrifolia L., tal familia vegetal é conhecida devido a outra
espécie de impacto: o café (Coffea ardbica) (OLIVEIRA, 2009; SILVA, 2010).
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Além de considerada uma espécie com detentora de grande resisténcia e
com boa longevidade, Morinda citrifolia L. comec¢a a produzir seus primeiros frutos
no primeiro ano de vida, que apesar de apresentarem tamanho inferior j& podem ser
coletados, contudo a maioria dos produtores, para certificarem-se que a planta
crescera mais forte, ndo realizam a colheita. Pode-se observar na planta adulta
frutos em vérios estagios de maturacdo (figura 3), uma vez que quando iniciada a
fase de producéo esta torna-se constante. (CHAN-BLANCO et al., 2006).

Figura 3 - Presenca do fruto de Morinda citrifolia L. em varios estagio de maturagdo no

mesmo galho

. 4 /’-

Fonte: Arquivo pessoal, SILVA, G.C.

A dispersao trans-oceanica de suas sementes flutuantes, autopolinizacdo e
sua capacidade de producéo de flores e frutos o ano todo sdo apontados como
causas da distribuicdo pantropical do vegetal (SILVA, 2010). S&o relatadas trés
variedades de Morinda citrifolia (figura 4), a mais conhecida e distribuida pelo mundo
€ a Morinda citrifolia var. citrifolia, essa possui frutos maiores, folhas mais elipticas,
ja Morinda citrifolia var. bracteata e Morinda citrifolia var. potteri tem frutos menores
e sao encontradas predominantemente na Indonésia (NELSON, 2005;
RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010).
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Figura 4 - Distribuicdo geogréfica da Morinda citrifolia L. e suas variedades.
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FONTE: RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010.

Casca, raiz, folhas e principalmente o fruto sédo utilizadas a mais de 2000
anos na Polinésia. J4 foram registradas como remedios herbais mais de 40
combinac¢des com tais partes da planta (BUI et al., 2006; LIU, 2007). Uma variedade
de fitoquimicos ja foram identificados no vegetal, os que se apresentaram como
maior grupo foram os compostos fendlicos, acidos organicos e alcaléides (WANG;
SU, 2001; BUI et al, 2006).

O que impulsionou a transformacédo da planta medicinal Morinda citrifolia L.
em suplemento alimentar comercializado foi uma publicacdo em 1985, na qual o
autor afirmou que na referida espécie haveria um alcal6ide responsavel pelas acbes
medicinais do suco dos frutos, nomeado xeronina (HEINICKE, 1985). Tais acdes
medicinais receberam grande popularidade e hoje sdo vendidos mundialmente via
internet como suplemente alimentar (POTTERAT; HAMBURGER, 2007).

2.4.2 Toxicidade e seguranca

A associa¢do do suco de Morinda citrifolia Linn. a outros sucos de frutos, dos
guais mais frequentes sdo: uva, laranja, maracuja; € uma ferramenta para mascarar
as propriedades organolépticas desagradaveis que |he sdo peculiares
(NASCIMENTO, 2012).



28

Enquanto que a vigilancia sanitaria levanta duvidas sobre a seguranca dos
produtos derivados de Morinda citrifolia L., e sua comercializacdo foi proibida,
através do informe técnico n°® 25, de maio de 2007 (BRASIL, 2007), a Unido
Europeia permite o processamento e a mistura do fruto com outros em produtos
industrializados como por exemplo, doces, produtos derivados de cereais, bebidas
nutricionais, geleias, condimentos, etc (WEST, et al, 2011a).

N&o foram observados efeitos citotdéxicos contra a espécie Artemia salina e
nenhum efeito genotdxico com a utilizagdo do extrato etandlico das sementes de
Morinda citrifolia L., além disso apresentou efeito antioxidante in vitro (West et al.
2012). O tratamento com o0 extrato aquoso do vegetal ndo alterou parametros de
toxicidade reprodutiva experimentada em ratas wistar, porém demonstrou um atraso
na ossificacdo dos fetos (MARQUES et al., 2010). O extrato aquoso do fruto de
Morinda citrifolia L. provoca efeitos adversos sobre a prenhez de ratas em doses de
7,5 mg/kg, tal efeito foi correlacionado com as atividades antiestrogénica,
antiangiogénica e inibidora da COX-2. (MULLER et al., 2007).

Por apresentar cerca de 56 mg/L de potassio, a dose diaria a ser ingerida por
pessoas com problema renais deve ser controlada e acompanhada por médicos,
uma vez que tais pessoas podem desenvolver hipercalemia. (MUELLER et al.,
1999). Alguns casos de destaque como de hepatoxicidade onde foram relacionados
ao consumo do suco Morinda citrifolia L. Em 2005, na Austria, foi relatado o primeiro
caso, tratando-se de um homem de 45 anos com aumento nas transaminases
indicando hepatoxicidade a qual foi confirmada com bidpsia hepatica, com a
interrupcdo do consumo os niveis das transaminases normalizaram (MILLONIG et al.
2005); uma mulher de 62 anos também foi diagndstica com hepatite aguda, quatro
anos antes havia sido tratada com fludarabina para tratamento de leucemia, porém
durante esse periodo de tempo a funcdo hepatica estava normalizada e cerca de
dois meses antes assumiu ter consumido 2 litros de Tahitian Noni®, sendo assim
alguns autores consideraram provavel a relacdo de causalidade entre o consumo de
Morinda citrifolia L. e a doenca hepética (STADLBAUER et al. 2005).

Outro relato abordou um rapaz de 14 anos com elevacdo nas transaminases
e na bilirrubina, a bidépsia hepatica relatou hepatite aguda com inflamacao portal e
necrose periportal, sem agravantes de ingestdo de alcool, medicamentos e outros

tipos de drogas. Ap6s dois meses de cessacdo de ingestdo o quadro foi
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normalizado. Existe literatura refutando a hepatotoxicidade de noni, porém a maioria

desses artigos foram escritos por pesquisadores da Tahitian Noni® (YU et al., 2008).

2.4.3 Potencial farmacoldgico

O grande consumo do suco de Morinda citrifolia L. tem sido relacionado a sua
eficacia na prevencao de doencas ligadas ao estilo de vida: diabetes, hipertenséo e
arteriosclerose (KAMIYA et al., 2010). Ha uma diversidade de pesquisas quer seja in
vivo ou in vitro, de extratos ou substancias isoladas relacionando as atividades
bioldgicas deste vegetal, tais pesquisas tem confirmado algumas das propriedades
pertencentes a planta segundo a medicina popular (PAWLUS; KINGHORN, 2007).

Além de considerada fonte de vitamina C e compostos fendlicos, metabdlitos
aos quais se atribuem a acao antioxidante; a cumarina também presente no fruto
justifica a atividade anticoagulante, vasodilatadora, espamolitica e antitromboética
(IKEDA et al., 2009, CORREIA, 2010). Atividade antiespasmodica e vasodilatadora
foi verificada em extrato das raizes da espécie e concluiu-se que € mediada por
bloqueio dos canais de calcio voltagem dependentes, a este extrato também
reportou efeito antidislipemico (SAR-UR et al., 2010).

Propriedades antioxidantes tem sendo atribuidas a dois iridéides, e alguns
polifendis pertencentes a frutos deste espécie vegetal, como cumarinas, flavondides
e acidos fendlicos, demonstrando significativa capacidade de eliminacédo de radicais
livres (DUSSOSSOY et al., 2011). Considerado com um dos principais constituintes
fitoquimicos da Morinda citrifolia L., o acido Desacetil Asperuloside, contribui para a
atividade antioxidante do suco de noni uma vez que aumentou a atividade da enzima
superoéxido dismutase de forma dose dependente em ratas wistar (MA, et al., 2013).

O extrato etandlico do fruto, bem como suas fracdes cloroférmicas e do
acetato de etila demostraram efeitos positivos na diminuicdo da memdria causada
por escopolamina, devido sua acao atenuando o estresse oxidativo e a atividade das
acetilcolinesterases, além de aumentar o fluxo sanguineo cerebral (PACHAURI et
al., 2012).

A atividade antipsicética do vegetal foi sugerida em experimento utilizando o
extrato metandlico, no qual ocorreu diminuicdo do comportamento estereotipado
induzido por metanfetamina, bem como o comportamento de escalada na gaiola
induzido por apomorfina e o tempo de escalada de forma dose dependente (PANDY;
NARASINGAM; MOHAMED, 2012). Do mesmo modo, também apresentou efeitos
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ansioliticos e sedativos, devido sua afinidade com o acido gama-aminobutirico, um
importante neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (DENG et al.,
2007).

Em estudo investigando a influencia do suco do fruto no desenvolvimento do
tumor mamario e progressdo de metastase em camundongos; Vverificou-se
habilidade de inibicdo tumoral em animais tomando o equivalente da dose
recomendada para seres humanos (aprox.. 90 mL/dia). Além disse o tratamento por
30 dias resultou em altera¢des na ramificagéo, nos niveis de progesterona e ciclismo
estral (CLAFSHENKEL et al., 2012).

Embora limitadas, ha evidéncia de que o suco de Morinda citrifolia L. é
eficiente no tratamento de gripe e influenza (BASAR et al., 2010; GILANI et al.,
2010). Devido a melhoria do estresse induzido por diminui¢do de fluxo de sangue no
giro dentado hipocampal apresentou efeito protetor cerebral frente a prejuizos de
funcdes cognitivas (MUTO et al., 2010). Eficacia contra a artrite também foi
demonstrada, agindo tanto na diminuicdo da dor como previnindo a destruicdo das
articulacdes (BASAR et al., 2010).

Cepas de bactérias Gram positivas e Gram negativas apresentaram
sensibilidade frente a iridoide isolado do fruto (BRETT et al., 2012). Componentes
hidrossoltveis do fruto tem valor terapéutico frente a candidiases uma vez que atua
sobre a morfologia da Candida albicans (BANERJEE et al., 2006; USHA et al.,
2010). O extrato alcodlico das folhas apresentou atividade in vitro frente ao Ascaris
lumbricoides (KHUNTIA et al., 2010). O suco do fruto oriundo do Tahiti promoveu
hepatoprotecdo contra a toxicidade aguda do tetracloreto de carbono (CCL,) ou
streptozotocin (MIAN-YING et al., 2008; NAYAK et al., 2011).

Atividade anti-tumoral frente ao carcinoma de Lewis em experimento com
ratos, foi observada em polissacarideos presente no suco de Morinda citrifolia L.,
observou-se que tal inibicdo tumoral se deu principalmente pela estimulacdo do
sistema imunolégico (HIRAZUMI; FURUSAWA,1999). Antraquinonas isoladas das
raizes demonstraram inibicdo tumoral favoravel contra o cancer em animais, dentre
tais antraquinonas, o composto morindona exibiu melhor indice, sugerindo que as
raizes do vegetal pode ser considerada um alimento funcional com potencial
anticancerigeno (KAMIYA et al. 2010).

Embora muitas atividades tenham sido relatadas, diversos estudos para

comprovacédo cientifica dos efeitos farmacoldgicos descritos foram realizados com
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um dos produtos comerciais mais conhecidos o TAHITIAN NONI JUICE (TNJ)
(EFSA, 20009).

Embora programas de desenvolvimento moderno de drogas a partir de
compostos isolados seja requerido, publicacbes cientificas indicam a presenca de
compostos nutricionais e funcionais na espécie vegetal, tendo como isolados mais
importantes o dammacanthal e alguns outros compostos fendlicos; porém o atual
estado de conhecimento sobre o mesmo ainda é considerado insastisfatorio, assim a
compreensao fitoquimica, toxicidade, investigacdo bioatividade, mecanismos de
acdo e triagens clinicas ainda sdo requeridas afim de prover dados suficientes
(SINGH, 2012).
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3. OBJETIVOS

Os objetivos que norteam o presente trabalho foram classificados em geral e

especificos e encontram-se decritos abaixo

3.1 Geral

Determinacéo do perfil fitoquimico e avaliagéo biol6gica de Morinda citrifolia L.

3.2 Especificos

AN

Obtencéo do extrato etanolico de Morinda citrifolia L.;

Investigar o perfil fitoquimico da espécie Morinda citrifolia L.;

Avaliar a toxicidade aguda por via oral e intraperitoneal e determinar a
DLsp com o extrato etandlico de Morinda citrifolia L. em camundongos
albinos swiss (Mus musculus);

Andlise do parametros hematolégicos e bioquimicos com a administracao
do extrato etandlico de Morinda citrifolia L.;

Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de Morinda citrifolia
L. frente a cepas de bactérias e fungos;

Determinar o efeito da administracdo do extrato etandlico de Morinda
citrifolia L.quanto a inibicdo do Sarcoma 180 e Carcinoma de Erhlich em
camundongos albinos swiss (Mus musculus) pelas vias oral e

intraperitoneal.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos empregados na parte experimental do presente
estudo estéo descritos a seguir.

4.1 Material botanico

O frutos frescos de Morinda citrifolia L. foram coletados em fevereiro de 2014
no municipio de Bezerros, Pernambuco, Brasil latitude -8.24154246, longitude -
35.76054788, elevacdo 501 m, a exsicata da espécie vegetal foi identificada e
depositada no herbario Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco, sob
numero 78155.

4.2 Preparagao do extrato

Apoés lavagem em agua esterilizada e de secagem em estufa na temperatura
40°C com circulacéo e renovacao de ar durante sete dias; os frutos foram fatiados e
as sementes extraidas. O extrato etandlico Morinda citrifolia L. EEMC foi obtido a
partir da maceracdo de 500g da polpa em 1000 mL de etanol em temperatura
ambiente, apds 7 dias foi filtrado para a extracdo de residuos da planta, tal filtrado foi
concentrado em rotaevaporador até a obtencdo de um melaco e armazenado em

geladeira a 4°C e com a protecédo de luz até a administracdo nos animais.

4.3 Andlise do Perfil Fitoguimico

A andlise cromatografica, para pesquisa de grupos de metabdlitos de
interesse farmacoldgico, foi realizada por cromatografia em camada delgada,
utilizando placas prontas de gel de silica 60 Merck, nas quais foram aplicadas 15uL
do extratos previamente preparado, selecionando os sistemas de desenvolvimento e
os reveladores de acordo com as moléculas a serem pesquisadas seguido
metodologia de Wagner; Bladt, (1996) e Matos (1997), as quais tem seus padrdes

reveladores, fases moveis e propor¢des resumidas na tabela 1.
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Tabela 1 — Susbstéancias e reagentes utilizados na cromatografia de camada delgada

Tabela de testes Fitoquimicos

Metabolitos Padrdes Reveladores Fase Mavel Proporcéo
Alcaléides Escopolamina Dragendorff Tolueno — Acetato  70:20:10
de Etila -
Dietiamina
Triterpenos Lupeol Liberman- Tolueno- 40:40:10
Burchard Cloroférmio -
Etanol
Flavonodides Quercetina NEU Acetato de Etila— 100:11:11:26

Ac. Férmico — Ac.
Acético glacial -

Agua
Cumarinas Ac. Cumarico KOH — ETOH Tolueno - Eter 1:01
10%
Taninos Acido tanico Cloreto férrico 1%  Cloroférmio — 65:30:05

Metanol - Agua

4.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

O protocolo experimental para atividade antimicrobiana esta diposto a seguir.

4.4.1 Micro-organismos

Foram incluidas cepas de bactérias: Staphylococcus aureus ATCC- 13150, M-
177 e LM-197; Pseudomonas aeruginosa ATCC- 9027 e P-03; leveduras: Candida
albicans ATCC-76645 e LM-106; Candida tropicalis ATCC-13803 e LM-6; Candida
krusei LM- 656 e LM- 978; e fungos filamentosos Aspergillus flavus LM-118 e
Aspergillus niger LM-108; as quais foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz de S&o
Paulo, Laboratério de Micologia e de Microbiologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba e mantidas em meios de cultura
apropriados, Agar Nutriente- AN para bactérias e Agar Sabouraud Dextrose- ASD
para fungos (DIFCO LABORATORIES/France/USA) e conservadas a 4 °C e a 35 °C.

A suspensdo dos microrganismos foi preparada conforme o tubo 0.5 da

Escala McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica (Leitz-Photometer
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340-800), para 90% T (530 nm), correspondendo, aproximadamente, a 10° UFC/mL
(CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACECK; GREEGER, 2000; NCCLS, 2000).

4.4.2 Determinacgdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de microdiluicdo, utilizando
placas contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” e em duplicata. Em cada
orificio da placa, foi adicionado 100 pL do CN - Caldo Nutriente (para bactérias) e
meio liquido RPMI (para leveduras e fungos filamentosos) duplamente concentrado.
Posteriormente, 100 pL do produto solubilizado, também duplamente concentrado,
foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma
diluicdo seriada a uma razao de dois, foram obtidas concentragdes de 1024 pg/mL
até 32 pug/mL, de modo que, na primeira linha da placa se encontrard a maior
concentragdo e na ultima, a menor concentracdo. Por fim, foram adicionados 10 pL
do in6culo dos micro-organismos nas cavidades, onde cada coluna da placa referiu-
se, especificamente, a uma cepa. Foi feito controle de crescimento do micro-
organismo no meio de cultura; com cloranfenicol (100 pg/mL) para bactérias,
nistatina (100 Ul/mL) para leveduras e fluconazol (100 pg/mL) para fungos
filamentosos, adquiridos comercialmente da SIGMA-ALDRICH®. As placas foram
incubadas a 35°C por 24 — 72 horas para 0s ensaios com bactérias e leveduras; e a
temperatura ambiente (28-30 °C) por 7-10 dias para fungos filamentosos. Apds 24 h
de incubacéo, foi adicionado 20 pL de solucdo do corante resazurina a 0,01 %
(INLAB), reconhecido como um indicador colorimétrico de éxido-reducdao (MANN;
MARKAN, 1998). A mudanca de coloracdo do corante (azul para vermelho),
considerou-se como indicador de crescimento microbiano, e considerada como CIM,
a menor concentracdo do produto capaz de inibir o crescimento das cepas
bacterianas usadas nos ensaios, ja a CIM do produto sobre as cepas fangicas, foi
definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento
microbiano verificado nas cavidades, quando comparado com o0 crescimento
controle.

Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média
geométrica dos valores de CIM obtidas nos dois ensaios (CLEELAND; SQUIRES,
1991; ELOFF, 1998; SOUZA et al., 2007). A atividade antimicrobiana dos produtos

foi interpretada e considerada ativa ou néo, conforme os seguintes critérios: 50-500
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pg/mL= forte/étima atividade; 600-1500 pg/mL= moderada atividade; >acima de
1500 pg/mL= fraca atividade ou produto inativo (SARTORATTO et al., 2004,
HOUGHTON et al.; 2007).

4.5 Avaliacéo da Toxicidade Aguda e Determinagcdo da DLsg

Segue o delineamento experimental da toxicidade aguda.

4.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos (Mus musculus), com
aproximadamente 60 dias de idade e pesos entre 30 e 409, os quais foram mantidos
em condi¢cOes controladas de iluminagcédo (ciclo claro/escuro de 12 hora cada) e
temperatura de 25 +-3°C, em gaiolas de polipropileno, receberam alimentacéo
especifica e agua ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Centro de Ciéncias Biolégicas da
UFPE, sob o processo n° 23076.039925/2014-76 (ANEXO A).

A avaliacdo da toxicidade aguda foi realizada segundo a metodologia da
Organizacao para Cooperacao e Desenvolvimento (OECD 423). Os animais foram
observados individualmente apos a administracao por 30 minutos, periodicamente
durante as primeiras 24 horas e diariamente por um periodo de quatorze dias, sendo

monitoradoso peso e consumo de agua e racédo (OECD, 2001).

4.5.2 Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Ao final do periodo de observacdo os animais foram pesados, amostras
sanguineas coletadas por puncéo cardiaca apds anestesia sendo alocados em dois
tubos, um com EDTA para analise hematolégica de eritrocitos, leucécitos,
hemoglobina e indices hematimétricos como, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) e outro com gel separador, o qual foi centrifugado por 10 minutos a
3500 rpm, para obtencdo do soro destinado as analises bioquimicas tais como:
uréia, creatinina, transaminases e fosfatase alcalina, depois foram sacrificados em

camara de CO,.
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4.5.3 Analise histopatolégica

Apbs sacrificados foi procedida incisao cirdrgica no animais que se estende
do peito até o abdémen para a retirada dos rins e figado. Os 6rgaos foram lavados e
fixados em formaldeido a 10% durante 24 horas, posteriormente lavados com agua
destilada e processada em concentracdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e
100%) de agua, embebidas em parafina e coradas para a técnica Hematocilina-
eosina (HE) para analise microscopica subsequente (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

4.6 Atividade Antitumoral
O protocolo experimental para evidenciacdo do efeito antitumoral esta

descrito a seguir.

4.6.1 Animais

Para investigacdo da atividade antitumoral, foram utilizados camundongos
albinos Swiss machos (Mus musculus), com aproximadamente 60 dias de idade e
pesos entre 30 e 40g, divididos em grupos de seis. Estes animais foram mantidos
em condi¢cOes contraladas de iluminagcédo (ciclo claro/escuro de 12 hora cada) e
temperatura de 25 +-3°C, em gaiolas de polipropileno, receberam alimentacao

especifica e agua ad libitum.

4.6.2 Implante da massa tumoral

Para o transplante dos tumores (Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180) e as
células tumorais foram retiradas de animal doador com oito dias de implantacéo,
através da aspiracao da forma ascitica e foram introduzidas nos animais receptores,
por via subcutanea na regido subaxilar, numa concentracdo de 25 X 10° células/mL.
ApoOs quarenta e oito horas de implante, os animais foram divididos em grupos (n= 6)
e tratados por 7 dias com; Cc: Solucao salina 0,9%/vo, Cp: Metotrexato 10 mg/kg/ip;
C1: EEMC 100mg/kg/vo, C2: EEMC 200mg/kg/vo; C3: EEMC 100mg/kg/ip e C4: 200
mg/kg/ip para o teste frente a linhagem de Carcinoma de Ehrich e Sc: solucéo salina
0,9%/vo; Sp: 5-Fluoracil 25 mg/kg/ip; S1: EEMC 100mg/kg/vo; S2: EEMC
200mg/kg/vo; S3: EEMC 100mg/kg/ip e S4: 200 mg/kg/ip) para o teste frente a
linhagem do Sarcoma 180. No oitavo os animais foram pesados e amostras

sanguineas coletadas por puncdo cardiaca apOs anestesia para analises
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hematoldgicas e bioquimicas; logo apds os tumores foram extirpados, pesados e a

porcentagem de inibigdo tumoral calculada segundo a equagéao:

TWI1% =C - T.100
C

Onde:

TWI% = % de inibicdo tumoral

C = media dos pesos dos tumores dos animais do grupo controle

T = média do pesos dos tumores dos animais do grupo teste

Os ensaios foram realizados conforme adaptacdo de metodologia descrita
por Stock; Clarck; Philips, (1955); Geran et al., (1972) e Koniyama; Funayama,
(1992).

4.7 Andlise estatistica

A média e o desvio padrao foram avaliados no software Prisma, por andlise de
variancia (ANOVA) mediante o teste “t” de Studant, considerando-se significativo os

valores para um valor p<0,05 (MORETTIN, 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos, foi realizada criteriosa discussdo sobre as
possiveis consequéncias dos achados cientificos.

5.1 Triagem do perfil fitoquimico e potencial antimicrobino

Dos cinco grandes grupos de metabdlitos secundarios de interesse
farmacolégico pesquisados apenas nao foi detectada a presenca de alcaléides no
EEMC (figura 5).

Figura 5 - Triagem Fitoquimica do extrato etandlico do fruto de Morinda
citrifolia L

Pesquisa de

. . P i Triterpenos
Flavonéides Pesguisa de Taninos Beguiza ca Tnisrpe

Pesquisa de Alcaldides Pesquisa de Cumarinas

EEMC EEMC

EEMC- Extrato etandlico de Marinda citrifolia; P1- Quercetina; P2- Acido tanico; P3- Lupeaol,
P4- Esconolamina: P5- Acido cumarico.
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O conhecimento da composi¢ao quimica das plantas aplicada na medicina
popular envolve o estudo de interagbes do organismo com os efeitos das
inUmeras classes de compostos e moléculas que podem existir numa Unica
planta (TOLEDO et al, 2003), torna-se desejavel a elucidacdo uma vez que
contribui para abertura de novas fontes de diversas moléculas do metabolismo
secundéario do vegetal as quais podem ser utilizados como precursores de
sintese (AKROUT et al, 2010). O conhecimento dos fitocomponentes bioativos é
de importancia no sentido de predizer o valor medicinal da espécie vegetal em
guestado (VEERMUTHU; MUNIAPPAN; SAVARIMUTHU, 2006).

A triagem fitoquimica preliminar possibilitou a identificacdo de classes de
metabdlitos secundarios de interesse farmacolégico no extrato, bem como a
percepcao que as condi¢cbes climaticas e do solo contribuiram para possiveis
modificacdes na presenca de tais metabdlitos visto que a espécie vegetal em
guestdo tem larga distribuicdo geografica. A ndo deteccdo de alcaléides no
EEMC em estudo; diverge dos trabalhos de Ramesh et al, (2012), o qual
detectou alcaloides em extratos etandlicos dos frutos de Morinda citrifolia L. em
todos os estagio de maturacdo. Alcaldides também foram detectados em

extratos de outras partes da planta como caule e folha (SAHOO et al, 2012).

O fomento para a busca de agentes antimicrobianos mais baratos, eficientes
e sobretudo acessiveis, parte da crescente resisténcia antimicrobiana apresentada
pelas mais diversas cepas de microorganismos e da habilidade das espécies
vegetais produzirem uma variedade de compostos com propriedades terapéuticas
conhecidas (RAMAPPA; MAHADEVAN, 2011; NATHEER et. al., 2012).

O EEMC na concentracado de 1024 ug/mL, inibiu todas as cepas bacterianas,
ja na concentracdo de 512 pg/mL, duas cepas de S. aureus foram sensiveis ao

extrato, (tabela 2).
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Tabela 2- Concentragéo Inibitéria Minima- CIM (ug/mL) do extrato etandlico do fruto
de Morinda citrifolia L. sobre cepas bacterianas

o N N 3
- z g o
i » Q Q
3 S :
Extrato o S < <
& © % 3
N (@]
) ® S g
3 > S
S S 5
Mg/mL o o ©
%) Q Q.
1024 - - - N
512 - - n "
256 + + + +
128 + + + +
64 + + + +
32 + + + +
Micro-organismo + + + +
Cloranfenicol - + - R
Nistatina/fluconazol + + + +

-: N&o houve crescimento do micro-organismo +: Crescimento do micro-organismo

O extrato demonstrou atividade maior frente as cepas Gram positivas em
comparacdo as cepas Gram negativas utilizadas no presente estudo, segundo
Hassan; Fan, (2005), devido a permeabilidade da parede celular ou da membrana,
majoritariamente cepas de bactérias Gram positivas sdo mais sensiveis a extratos
vegetais em comparacdo com as Gram negativas. Em acordo com nossos
resultados o extrato de Morinda citrifolia L., oriundo da Polinésia francesa, rico em
iridéides com concentracédo de 0,8 mg/mL se mostrou eficiente frente a cepas de C.
albicans e S. aureus. A cepa de C. albicans foi a mais sensivel (WEST et al., 2012).
Extrato etandlico do fruto de Morinda citrifolia L., proveniente da india, obteve
atividade promissoras frente as S. aureus e P. aeruginosa, com concentracdo
inibitéria minima de 12,5 mg/mL (NATHEER et. al., 2012).

Relata-se que a prevaléncia de Staphylococcus aureus € influenciada pela
idade, doenca subjacentes, raca, certos comportamentos e o ambiente no qual a
pessoa esta inserida; cepas de S. aureus oportunistas vem tornando-se cada vez

mais predominantes ndo s6 em hospitais como também em comunidades, o que
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configura um desafio para a pesquisadores (SCHIJFFELEN et al., 2010; KHATTAK
et al., 2015). Nossos resultados discordam dos achados de Sundar et al. (2011), que
nao encontraram resultados positivos frente as cepas de S. aureus para o extrato do
fruto de Morinda citrifolia L., utilizando solventes como metanol, cloroférmio e
acetona, fatores como polaridade dos metabdlitos responsaveis pela acao
juntamente com a polaridade dos solventes, além das condi¢des climaticas as quais
0 vegetal estaca exposto possivelmente influenciaram tal resultado.

Também foi observado que na concentracdo de 512 pug/mL, houve a inibicao
do crescimento de cinco (63 %) das leveduras e fungos filamentosos incluidos no
ensaio (tabela 3), porém cepa de A. niger foi resistente. Os resultados com o
controle nistatina (leveduras) e fluconazol (fungos filamentosos) mostram que, cinco
cepas (66 %) foram sensiveis a tais antifungicos.

Tabela 3- Concentracao Inibitéria Minima- CIM (ug/mL) do extrato etandlico do fruto
de Morinda citrifolia L. sobre cepas fungicas

< ] 3 ? A R 3 3
2 s q = s < '
EEMC ; 2 . = s s s
[®] Q pu) :l
(@) [%) O 2 T ‘T “ 5
< 5 | L | B 2
2 | § | % S 13| S | <
Hg/mL S S S S S o <
3 © & G
3 5
€ O
1024 - - - - N - - +
512 - - - + - - + +
64 + + + + + + + +
32 + + + + + + +
Micro-organismo + + + + + + + T
Nistatina/Fluconazol + + - - T - _ ;

-: ndo houve crescimento do micro-organismo +: crescimento do micro-organismo
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Apesar de integrar a microbiota normal bucal, gastrointestinal e vaginal, as
infecgBes fungicas pelo género Candida tem crescido desde 1980, e tendo como
principal alvo pacientes imunocomprometidos (ARENDRUP et al., 2005; SHAO et al.,
2007; ESPINEL-INGROFF et al., 2009). O género é composto por 17 espécies das
quais as mais relatadas a infeccdes sdo Candida albicans, Candida glabrata,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis and Candida krusei (PFALLER et al., 2007).
A cepa de C. albicans demonstrou sensibilidade frente ao EEMC, com inibigdo do
seu crescimento a partir da dose de 512 pg/mL, tal sensibilidade corroborou com
Jainkittivong et al. (2009), encontraram inibicdo frente a cepas de C. albicans, pela
acao do extrato aquoso do fruto nas concentragdes de 50 mgmL e 60 mg/mL em
teste de diluicdo em tubos e também com Kumar et. al., (2010) utilizando extrato de
etanolico de folhas.

Divergindo do presente estudo, a atividade promissora frente a cepas de
A.niger foi obtida com extrato etanolico, metandlico, acetato de etila e cloroférmico
do fruto maduro (RAMESH et al., 2012). Tal atividade também foi encontrada no
etandlico das folhas exibiu areas de inibicdo satisfatérias frente a cepas do fungo
filamentoso A. niger (NEVI; KRISHMA, 2013).

Sahoo et al., (2012) obtiveram resultados satisfatorios do extrato do caule e
folhas frente as cepas de S. aureus, P. aeruginosa, C, albicans e A. niger, utilizando
extratos metanolico e cloroférmico, na triagem fitoquimica os alcaldides se faziam
presentes tanto nas folhas como no caule dos dois tipos de extratos. Em
contrapartida os taninos ndo foram detectados no extrato cloroformico.

Taninos ja foram relatados como inibidores potenciais de algumas enzimas
hidroliticas, como por exemplo, as enzimas proteoliticas largamente utilizada por
patdgenos vegetais (ABOABA; EFUWAPE, 2001), tais metabdlitos possivelmente
podem ter responsabilidade no efeito antimicrobiano do extrato. Rahman et al.,
(2010) descreve que compostos quimicos como glicosideos, saponinas, flavonéides,
triterpenos alcaldides, possuem potencial antimicrobiano, dos quais o extrato em
estudo reportou presenca da maioria, com excecdo do alcaldides. A diferenca das
concentracgdes inibitérias minimas entre os estudos realizados com 0 mesmos tipos
de cepas pode entre outras causas esta relacionados com a variacao geografica e
climatica na qual a espécies vegetais se desenvolveram.

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana do EEMC nas

concentracbes de 1024 e 512 pg/mL, frente a cepas de bactérias e fungos
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demonstrou uma moderada atividade antimicrobiana (600-1500 pg/mL= moderada
atividade) conforme os critérios adotados por Sartoratto et al., (2004) e Houghton et
al.; (2007).

5.2 Avaliagcéo da Toxicidade Aguda e Determinagédo da DL 5o

Apesar de alguns reacfes comportamentais importantes terem sido
detectadas no screening hipocratico (tabela 4), ndo houveram mortes apds o
periodo de 14 dias, nem na dose de 2000 mg/Kg e nem na de 5000 mg/Kg, com
isso a DLsp foi considerada como sendo DLsp > 5000 mg/kg, sendo o extrato
considerado de baixa toxicidade aguda tanto oral como intraperitoneal, de acordo
com o critério da GHS (Globally Harmonized Classification System) o extrato
pertence a classe 5 (composto com toxicidade aguda muita baixa ou nao toxico).
West et al, (2006), Chearskul et al, (2004), encontraram os valores de DLsg
intraperitoneal para extratos aquoso e alcodlico como sendo 7500 mg/kg e 3500
mg/kg, respectivamente.

A realizacdo do procedimento com dose de 5000 mg/Kg foi realizado
conformeorientacdo da OECD e justificado mediante a auséncia de mortalidade na
dose de 2000 mg/kg, a auséncia de toxicidade na estudo histopatolégico, a ndo
verificacdo de alteracdes significantes de marcadores bioquimico e hematolégicos
e ao relatos de casos de hepatoxicidade em humanos.

Na administracdo oral na dose de 2000mg/kg observou-se um periodo
inicial de excitacdo; com o surgimento de reacdes como aumento da frequéncia
cardiaca e respiratoria, erecado de cauda, movimentos estereotipado e de vibrissas
(tabela 4); descordando de ensaio realizado por Nakanishi et al, (1965), no qual
tais reacOes foram ausentes; seguido por uma fase depressora com a exibicdo de
sinais como fotofobia, e prostracdo, fendbmenos estes que se mostraram mais
acentuados na dose de 5000mg/kg; provavelmente os compostos do extrato
promoveram liberacdo e/ou inibicAo da receptacdo de neurotransmissores
excitatérios, o que aumenta a concentracdo dos mesmos ha fenda sindptica e a

probabilidade de interacdo com o receptores especificos.



Tabela 4. Principais reagfes comportamentais relacionadas as doses administradas na
avaliacdo da toxicidade aguda do extrato etandlico de Morinda citrifolia L.

Acbes/Paramentros G1 G2 G3 G4
ESTIMULANTES DO SNC
Agitacao ++ ++ 4+ et
Agressividade ++ +++ + +
Aumento da frequéncia ++ +++ ++ i
respiratéria
Convulsdes + ++ - -
Erecdo de cauda ++ +++ ++ +
Expanséo do pavilhdo + ++ + 4+
auricular
Exoftalmia + ++ + ++
Marcha em monobloco + ++ ++ 4+
Movimento circular + ++ + ++
Movimento esteriotipado +++ +++ + ++
Movimento de vibrissas ++ +++ + ++
Ondulagédo de cauda + + ++ ++
Piloerecéo + + + ¥
Postura de ataque - + - -
Postura em garra +++ +++ - -
Tremores finos/ grosseiros - + + ++
Taquicardia ++ +++ ++ ++
Salto + - - -
DEPRESSORES DO SNC
Abaixamento do trem ++ +++ + +
posterior
Inversé@o de marcha ++ ++ + ++
Prostragéo + + ++ P
Fotofobia + ++ + ++

SNA

Contor¢des - - ++ F++
Disten¢do abdominal + ++ ++ 4
Diurese + + - +
Espasmos musculares + + 4+ +
Excrecéo - + - +
Palidez + ++ ++ +++
Postura estatica + ++ ++ +++
Reacéo de fuga ++ +++ + s
Refluxo + ++ - -
Edema de fucinho ++ +++ + ++
Hipertrofia testicular + + ++ ++
Obitos 0 0 0 0

Gc— Controle; G1: EEMC 2000 mg/kgivo; G2: EEMC 2000 mg/kg/ip; G3: 5000 mg/kg/vo e G4
5000 mg/kg/ip

(-) Auséncia; (+) Presenca leve; (++) Presenca moderada; (+++) Presenca Acentuada

*Adaptada de Malone, (1977).
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Os sinais depressores normalmente quando surgem sugerem fadiga
neuronal a qual ocorre normalmente apdés uma fase excitatéria que pode ser
decorrente de um esgotamento parcial dos neurotransmissores excitatorios, outra
hip6tese pode ser a biotransformacdo dos compostos do extrato gerando uma
substancia depressora ou ainda biotransformacdo inativando 0s compostos
excitatérios (SILVA, 2006; BLOOM, 2006). Nosso resultado ndo corrobora também
com ensaio realizado em ratos com extrato do fruto proveniente do Taiti na dose
15 000mg/Kg, onde os animais ndo apresentaram sinais de toxicidade e nem
mudangas comportamentais (PRODUCT SAFETY LABS, 2000). Do mesmo modo
West et al (2011b) n&o verificou sintomas de toxicidade em ensaio subagudo

realizado com extrato das sementes e de frutos em ratos.

Na via intraperitoneal antes do inicio da fase excitatoria, houve uma
transitoria fase de prostracdo, com manutencdo de postura estatica por parte dos
animais, apos essa fase iniciou-se o periodo excitatorio, com diferenca notavel, da
via oral, pela presenca de distensdo abdominal com posterior contor¢des; tais
sinais tornaram-se mais acentuados na dose de 5000 mg/kg e sao indicativos
coélicas e ainda podem ser considerados determinantes para a fase de prostracéao
inicial. Ap6s fase de estimulacdo os animais voltaram a estado depressor com
surgimento de fotofobia, hipotermia e sonoléncia. Apesar dos sinais estimulantes
estarem presentes nas duas vias de administracdo foram bem mais acentuados por
a via oral. Importante ressaltar que na primeira hora de observacdo ndo houve
evacuacao que na dose de 2000 mg/kg pelas duas vias de administracao

possivelmente algum composto gerou diminuicdo da motilidade intestinal.

Os animais tratados nao apresentaram alteracfes significativas no consumo
de agua e alimentos (tabela 5), porém apenas houve diminuicdo na variacdo de
peso dos grupos aumento de peso no grupo G2 — 5000 mg/kg/vo e G4 - 5000
mg/kg/ip (figura 6).



Tabela 5 - Ganho de peso e hébitos fisiolégicos (consumo de agua/ragdo) nos animais
tratados com diferentes doses no extrato etandlico de Morinda citrifolia L., em ensaio de
toxicidade aguda.
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Grupos Peso inicial Peso final (g) Diferencade Consumo de Consumo de
9) peso (9) agua (mL) ragéo (9)
Gc 36,87 + 1,05 39,03 + 0,45 2,17 £ 0,45a 30,75+0,15 12,49 +0,25
Gl 35,07 £ 2,78 37,0 £ 3,06 1,93 + 0,54a 29,8 + 0,30 12,04 £ 0,11
G2 36,57 + 2,05 36,33 + 3,25 -0,23+ 1,46a 30,3+0,40 11,67 +0,33
G3 34,23 £ 2,15 35,30+2,14 1,07 £ 0,03a 31,0+ 0,20 12,28 + 0,46
G4 36,5+ 1,76 35,33+ 1,46 -1,17+ 0,54b 31,20+£0,49 11,12+0,21
p-valor” 0,040 0,139 0,113

Gc— Controle; G1: EEMC 2000 mg/kg/ivo; G2: EEMC 5000 mg/kg/vo; G3: 2000
mg/kg/ip e G4 5000 mg/kg/ip

Figura 6 — Comparacdo da variacdo média dos pesos (em g) dos animais no ensaio de
toxicidade aguda com extrato etandlico de Morinda citrifolia L.
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Grupos: Gc— Controle; G1: EEMC 2000 mg/kg/vo; G2: EEMC 5000 mg/kg/ivo; G3: 2000
mg/kg/ip e G4 5000 mg/kg/ip

Os grupos de 2000 mg/kg apresentou uma variacado ganho de peso de 1,93 +
0,54 e 1,07 £ 0,03, par os grupos G1 e G3. Como o consumo de agua e racao nao
apresentaram alteracdo estatistica entre os grupos, provavelmente a diminuicdo de
peso dos animais dos grupos G2 e G4 pode ser associagdo ao 0 hao

aproveitamento dos nutrientes pelo metabolismo do animal quanto tratados com a
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maior dose. Em teste subagudo com o extrato da referida espécie vegetal ndo foi
observado diminui¢cdo de pesos dos animais testados (WEST et al, 2011b).

Na andlise macroscOpica, 0s 0rgdos permaneceram inalterados no que
concerne ao aspecto, cor, tamanho e textura. J4 a analise microscépica dos figados
do grupo G1 apresentou, pouco infiltrado inflamatorio, espaco porta, corddes de
hepatdécitos e sinuzoides bem conservados, os rins verificou-se aumento do espaco
interglomerular e tabulos renais bem conservados, o grupo G2 apresentou figados
com hipocromia nuclear, aumento e desarranjo do corddes de hepatdécitos, os rins
apresentou aumento do espaco interglomerular e presenca de substancia amorfa no
[imen dos tubulos renais, o grupo G3 apresentou figado e rins bem conservados, o
grupo G4 apresentou figados com vacuolizagdo citoplasmatica e desarranjo dos
cordbes de hepatdcitos enquanto que 0s rins apresentaram-se bem conservados

(figura 7).

As alteracdes histopatolégicas microscopicas no figado observadas apenas
nos grupos G2 e G4, ndo foram acompanhadas por altera¢cdes nas mensuracdes de
AST e ALT (tabela 6), em relacdo ao grupo controle. A presenca de substancia
amorfa nos tubulos renais do grupo 2 também nao refletiu em alteracbes na
mensuracdo de marcadores renais como a uréia e creatinina (tabela 6),
possivelmente o provavel dano hepatico e renal ndo foi suficiente para alterar
marcadores plasmaticos, ndo provocando prejuizos drasticos a funcdo hepatica e
renal. Em consoancia com o presente estudo Largato et al, (2013) ndo detectaram

alteracoes significantes dos marcadores bioquimicos.



Figura 7. Histopatologia de figados e rins dos camudongos do teste de toxicidade oral e
intraperitoneal do extrato etandlico de Morinda citrifolia L. no aumento de 400 x

Figado

A- Animais do frupo Gc; B- Animais do grupo G1- 2000 mg/kg/vo; C- Animais do grupo G2- 5000
mg/kg/vo; D- Animais do grupo G3-2000 mg/kg/ip; E- Animais do grupo G4- 5000 mg/kg/ip; 1-
Veia centro-lobular; 2- Infiltrado leucocitario; 3- Desarranjo dos cordfes de hepatécitos; 4-
Dilatacédo dos sinuséides; 5- Hipocromia nuclear; 6-Vacuolizag¢&o nuclear; 7- Dilatacéo do espaco
periglomerular; 8- Deposicdo de material protéico nos tubulos renais.
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Em relacdo ao eritrograma apenas no grupo G2 apresentou diminuicdo
significativa do VCM em relacdo ao controle (tabela 6), o que se deve a diminuicéo
tanto das hemacias como do hematdcrito. Foi expresso uma leucopenia dos grupos
tratados em relacdo ao grupo controle, embora ndo estatisticamente representados;
0 que sugere que o tratamento com o EEMC pode deixar os animais
imunocomprometidos. Diminuigdo da série branca também foi notada em ensaio de

toxicidade subcrdnica utilizando ratos em doses diaria de 2000 e 5000 mg/kg

(ROSLY et al, 2011).

Tabela 6 - Médias e Erro padrao dos resultados bioquimicos e hematolégicos dos animais
segundo os grupos de tratamento da toxicidade aguda

Grupos
p-valor'
Gc Gl G2 G3 G4
Uréia 57,0+5,0 67,5+0,5 54,0+ 6,0 56,0 £ 6,0 64,0+ 4,0 0,338
Creatinina 0,4+0,1 0,55+ 0,25 0,65 + 0,05 0,45+0,15 0,6+0,1 0,739
AST 113,0+£5,0 1385+1,5 153,0 £ 33 1045+12,5 109,0+9,0 0,384
ALT 64+1,0 73+2,0 77,0+1,0 68,5+ 5,5 70,0+1,0 0,117
Fosfatase 153,5+45 161,5 + 16,5 166,5+ 1,5 155,0+ 3,0 159,5+ 3,5 0,782
Hemécias 75+0,5 6,5+25 45+15 55+0,5 7,000 0,571
Hematdécrito 375+45 33,0+13,0 215275 28,0+1,0 36,0+1,0 0,545
Hemoglobina 125+1,5 11,5+35 8,0+3,0 95+0,5 12,5+0,5 0,563
VCM 51,0+x1,0a 525+05a 455+05Db 50,0x0,0a 515%+05a 0,002*
HCM 17,5+0,5 185+0,5 16,0+ 1,0 17,5+£0,5 17,0£0,0 0,186
CHCM 34,0+0,0 355+25 35020 355+0,5 335+0,5 0,813
Leucocitos 8,3 +0,42 54+2 4,9+0,8 4,35+ 0,75 46+0,1 0,190

Gc— Controle; G1: EEMC 2000 mg/kg/ivo; G2: EEMC 5000 mg/kg/vo; G3: 2000 mg/kg/ip e G4

5000 mg/kg/ip

1-P-valor da ANOVA,; * Estatisticamente significante; Valores na mesma linha seguidos de

letras minUsculas iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05) Teste Tukey

5.3 Efeito antitumoral do extrato de Morinda ciitrifolia L.

Héa algum tempo o uso de produtos naturais como agentes antitumorais esta

em processo de crescimento, com incorporacdo a medicina alopética, uma vez que
algumas das drogas empregadas atualmente na quimioterapia foram isoladas de
espécies vegetais, portanto a pesquisa de produtos naturais ainda € uma estratégia
bem sucedida na busca de novos medicamentos para terapia anticancer (COSTA-
LOTUFO et al.,, 2005; BEZERRA et al.,, 2008). Tanto o Sarcoma 180 como o

Carcinoma de Ehrlich sdo linhagens de tumores de origem murina largamente
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utiizadas em pesquisas de atividade antitumoral in vivo (LEE et. al.,, 2003;
KINTZIOS, 2004).

A busca de agentes seletivos torna-se importante devido a néo especificidade
dos varios quimioterapicos, que acabam promovendo dano as células saudaveis
além de que por muitas vezes estes ndo conseguem alcancar as células hipoxicas
dos tumores solidos; o que possivelmente explica o fato da busca por terapias
complementares, como plantas medicinais, pelos pacientes portadores de
neoplasias, as quais atuam como adjuvantes ao tratamento principal (SANTOS;
ELISABETSKY, 1999; CASILETH; DENG, 2004; ALMEIDA et. al. 2005).
Aproximadamente 69% as drogas antitumorais aprovadas ou foram produtos
naturais ou foram desenvolvidos baseadas em conhecimento popular entre os anos
de 1980 e 2002 (FENG et. al., 2011). O metotrexato e o 5-Fluorouracil aqui utilizados
como droga padrdo, para as linhagens de Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180
respectivamente tem importante papel na terapia de algumas tipos de canceres.

O peso dos tumores e a relagdo entre o peso do tumor e o peso médio dos
animais (PT/PA) portadores de Carcinoma de Ehrlich apresentaram diminuicdo
estatisticamente significante nos grupos C2, C3 e C4 com relacdo ao grupo Cc
(tabela 7). Considerando os animais portadores de Sarcoma 180 todos os grupos
tratados demonstraram diminuicédo significativa em relacdo ao grupo Sc, no que se
refere ao peso dos tumores e a relacdo entre o peso do tumor e o peso médio dos

animais (PT/PA) mostra a tabela 8.

Tabela 7 — Média e erro padrdo dos pesos dos tumores; pesos dos animais e a
relacdo PT/PA segundo os grupos de tratamento em animais portadores de
Carcinoma de Ehrlich

GRUPO PT PA PT/PA

Cc 1,827 £ 0,147 a 39,519 + 0,982 0,046 + 0,004 a
Cp 0,148 +£0,019 b 37,1 0,987 0,003 £ 0,0004 b
C1 1,163+0,371 a 40,915 + 0,682 0,028 + 0,009 a
Cc2 0,510+ 0,095 b 38,767 £ 1,605 0,013+ 0,003 b
C3 0,358 £ 0,078 b 40,038 = 1,334 0,009 £ 0,002 b
c4 0,294 + 0,209 b 37,054 + 2,053 0.009 + 0,006 b

p-valor*

0,000*

0,268

0,000*

Cc: Solucao salina, Cp: Metotrexato 10 mg/kg/ip; C1: EEMC 100mg/kg/vo, C2: EEMC

200mg/kg/ivo; C3: EEMC 100mg/kg/ip e C4: 200 mg/kg/ip (n=6/grupos)

1-P-valor da ANOVA,; * Estatisticamente significante; Valores na mesma coluna
seguidos de letras mindsculas iguais nédo diferem estatisticamente (p>0,05) Teste Tukey



Tabela 8 — Média e erro padrao dos pesos dos tumores; pesos dos animais € a relagao
PT/PA segundo os grupos de tratamento em animais portadores de Sarcoma.

GRUPO PT PA PT/PA

Sc 3,565+0,526 a 46,917+1336a 0,078+0,013a
Sp 0,4966 = 0,017 b 39,63+0,40b 0,012 + 0,0005 b
S1 0,924 +0,269b 41,267 +1,825b 0,022 + 0,006 b
S2 0,683+0,166 b 43,421 +1,242b 0,016 £ 0,004 b
S3 0,504 +0,123b  43,219+1,036b 0,012 + 0,003 b
sS4 0.695+0,268b  45400+0,756b 0,015+ 0,006 b

p-valor' 0,000*** 0,012%** 0,000***

Sc: Solugéo salina, Sp: 5-Fluoracil 25 mg/kg/ip; S1: EEMC 100mg/kg/vo, S2: EEMC
200mg/kg/ivo; S3: EEMC 100mg/kg/ip e S4: 200 mg/kg/ip (n=6/grupos)

P-valor da ANOVA, * Estatisticamente significante; Valores na mesma coluna seguidos de
letras minlsculas iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05) Teste Tukey

De acordo com grafico 01 o maior percentual de inibicdo para o
Carcinoma Ehrlich foi 83,91% no grupo C4 com a dose 200 mg/kg/ip, quando
comparado com o grupo Cc. O grupo C3 com a dose 100 mg/kg/ip apresentou
TW% de 80,41%, enquanto que o grupo C1l na dose de 100 mg/kg/vo foi

capaz de inibir apenas em 36,34% o crescimento tumoral.

Figura 8 - Comparacao dos percentuais de Inibicdo Tumoral (%) e pesos dos tumores (g) em
animais portadores de Carcinoma de Ehrlich segundo tratamento

2% Inibicdo Tumoral

% @ Peso dos tumores em g g
100,00 T 91,88 r 2,00
90,00 T 3038 8391 [ 1,80
80,00 7 72,08 1,60
70,00 T 1,40
60,00 T 1,20
50,00 T 1,00
40,00 T 0,80
30,00 T 0,60
20,00 7 0,40
10,00 T 0,20

0,00 0,00

Cc Cp C1 Cc2 C3 c4
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Animais ttratados com Cc: Solugédo salina, Cp: Metotrexato 10 mg/kg/ip; C1: EEMC 100mg/kg/vo,

C2: EEMC 200mg/kg/vo; C3: EEMC 100mg/kg/ip e C4: 200 mg/kg/ip (n=6/grupos)
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De acordo com o grafico da figura 9, o maior percentual de inibi¢cdo
para o Sarcoma 180 foi de 85,86% no grupo S3 com a dose 100 mg/kg/ip,
guando comparado com o grupo controle. O grupo S4 apresentou TW% de
80,50%, o grupo S2 apresentou TW% de 80,84%, enquanto que o grupo S1
na dose 100 mg/kg/vo foi capaz de inibir em 74,08% o crescimento do

tumoral.
Figura 9 — Comparacédo dos percentuais de Inibicdo Tumoral (TW%) e pesos dos

tumores em animais portadores de Sarcoma 180 segundo tratamento

% Inibigdo tumoral

0,

% === peso dos tumores em g g
88,00 86,07 85,86 ~ 4,00
86,00 7 3,50
84,00 7 300
82,00 7 ’
80,00 1 2,50
78,00 7 2,00
76,00 1,50
74,00 7 1.00
72,00 - ’
70,00 - 0,50
68,00 0,00

Sc Sp S1 S2 S3 sS4

Animais tratados com Sc: Solucdo salina, Sp: 5-Fluoracil 25 mg/kg/ip; S1.
EEMC 100mg/kg/vo, S2: EEMC 200mg/kg/vo; S3: EEMC 100mg/kg/ip e S4:
200 mg/kg/ip (n=6/grupos)

Os pesos dos tumores mostraram diminuicdo de forma dose dependente
frente a linhagem de Carcinoma de Ehrlich tanto por via oral como por via
intraperitoneal em relacdo ao grupo controle, sendo significativa estatisticamente
nos grupos C2, C3 e C4, a taxa de inibicdo tumoral foi mais expressiva no grupo
C4: 200 mg/kgl/ip representado TW% 83,91%, o que reflete consideravel inibicdo
guando comparada ao grupo padrdo Cp: Metotrexato 10 mg/kg/ip, que teve TW%
91,88%.

Ja frente a linhagem de Sarcoma 180 todos os grupos tiveram o pesos dos
tumores estatisticamente diminuidos em relacdo ao grupo controle, porém na via
intraperitoneal ndo demostrou a relacdo de dose dependéncia, tanto no peso dos
tumores como na inibicdo tumoral TW%, uma vez que o grupo S3: EEMC
100mg/kg/ip teve TW% de 85,86% e o grupo S4: 200 mg/kg/ip com TW% de
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80,50%; apesar da necessidade do conhecimento do mecanismo de acao para a
compreensao da diminuicao do efeito com maior dose por via intraperitoneal, pode-
se sugerir que a estimulagédo prolongada dos receptores aos compostos do extrato
pode ter gerado um efeito de refratariedade, no qual ha uma hiporregulacdo do
namero de receptores devido a presenca de agonistas em niveis excessivos, tal
hiporregulacéo é mediada pela fosforilacdo dos receptores por cinases especificas,
as quais promovem desacoplamento da proteina G e/ou interiorizacdo dos mesmos
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007). Entretanto os resultados foram bastante
promissores visto que a TW% do grupo Sp: 5-Fluoracil 25 mg/kg/ip foi de 86,07%.

A toxicidade nos pacientes em uso de quimioterapia € mensurada
principalmente através da avaliacdo do hemograma completo, provas de funcdo
hepatica e renal. O figado e o rim sdo os 6rgaos de detoxificacdo e excrecao mais
importantes e ambos muito sensiveis a drogas quimioterapicas (BEZERRA et al.,
2008). Com a lesédo hepatica os hepatdcitos podem extravasar em quantidades
superiores enzimas citoplasmaticas como a AST aspartato aminotransferase e ALT
alanina aminotransferase (HENRY, 2008).

Sintetizada pelo figado a uréia € produto do metabolismo dos aminoacidos,
gue em condi¢cdes normais € filtrada pelo glomérulo e reabsorvida nos ductos
coletores junto com a agua, considerando que € sintetizada pelo figado uma
hepatopatia avancada pode-se traduzir em concentracdo plasmatica reduzida de tal
marcador, ja uma disfuncdo renal pode-se traduzir em elevacdo de tal metabdlito
(GARCIA; KANAAN, 2008). A creatinina € o produto de degradacdo da creatina,
guando este perde agua espontaneamente, uma vez formada néo é reutilizada e
sofre filtracdo glomerular, porém diferentemente da uréia ela ndo é absorvida. Assim
alteracdes no limiar da creatinina plasmatica reflete alteracfes principalmente da
filtracdo glomerular e funcao renal como um todo (HENRY, 2008).

Dentre as avalicdes hematoldgicas e bioquimicas, no ensaio antitumoral frente
a linhagem de Carcinoma de Ehrlich, o parametro AST apresentou aumento
significativo nos grupos C1, C2 e C4 em relacdo ao controle (tabela 9), o que se
refletiu no parametro ALT apenas nos grupos C1 e C2 com médias 178,0 £ 9,00 e
189,50 + 5,50 respectivamente, sugerindo uma possivel sobrecarga hepatica com o
tratamento principalmente pela via oral. Por outro lado a variacdo aceitavel de uréia
e creatinina, em todos os grupos tratados, dao indicios que a funcdo renal ndo sofreu

alteracbes. Nos individuos portadores de Sarcoma 180 os marcadores bioquimicos
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de funcdo hepética e renal ndo apresentaram alteragbes significativas nos grupos

tratados em relacdo ao controle, sendo assim nao influenciados pela terapia (tabela

10).

Tabela 9 — Média e erro padrao dos resultados bioquimicos e hematoldgicos dos animais portadores
de Carcinoma de Ehrlich segundo os grupos de tratamento.

Grupos p
Cc Cp C1 Cc2 C3 C4
Uréia 3535+4,35 38,30+0,40 35,40 + 2,40 59,50+550 50,50+2,50 56,5+1850 0,595
Creatinina 1,70+ 0,20 1,87 +£0,08 1,20 £ 0,30 2,20+0,30 1,25+0,25 2,35%0,85 0,361
AST 138,0+3,90a 1215+35a 282+6,00b 370,50+550b 246+8,00a 288+ 10,0b 0,000
ALT 114,85+ 9,15a 79,75+ 1,95a 178,0+9,00b 189,50+550b 84,00+3,00a 102,0+50a 0,000
Hemécias 7,55+ 0,45 8,23+0,24 9,45+ 2,02 9,10+ 0,30 8,06+0,19 6,06+0,71 0,252
Ht 42,00+2,00 44,50+1,40 52,00+ 12,00 47,65+0,35 40,30+0,70 31,50+250 0,232
Hg 13,60+1,00 15,55 + 0,75 8,65+ 4,75 13,056+0,35 14,20+040 10,45+045 0,291
VCM 55,67+0,66 54,03 +0,09 54,78 + 1,02 52,43+2,11 50,04+0,28 52,21+1,99 0,147
HCM 18,00+0,26 18,87 +£0,35 10,71+ 7,31 21,12+590 17,63+0,09 17,40+1,30 0,815
CHCM 32,34+0,84 34,93+0,59 19,80+ 13,71 27,38+0,53 35,23+0,38 33,27+1,22 0,440
Leucocitos 10,80 + 6,80 8,60 +1,00 6,40+ 3,70 6,70 + 0,60 850+2,10 4,10+0,10 0,778

Cc: Solucao salina, Cp: Metotrexato 10 mg/kg/ip; C1: EEMC 100mg/kg/vo, C2: EEMC
200mg/kg/ivo; C3: EEMC 100mg/kg/ip e C4: 200 mg/kg/ip (n=6/grupos)

1-P-valor da ANOVA, * Estatisticamente significante; Valores na mesma linha seguidos de letras mintUsculas
iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05) Teste Tukey

Em relacdo aos resultados bioquimicos e hematolégicos dos animais

portadores de Sarcoma 180 as medidas de VCM nao apresentaram diferenca

estatistica em relagcdo ao grupo Sc, por outro lado o grupos S2, S3 e S4

diminuiram significativamente seus valores comparando-se ao grupo Sp

(p=0,037). O grupo S1 e S2 apresentaram uma diminuicao significativa no

indice HCM (p=0,012) em relacdo ao grupo Sc com médias de 15,83 £ 0,24 e

14,97 £ 0,30 respectivamente.
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Tabela 10 — Média e erro padrao dos resultados bioquimicos e hematoldgicos dos animais portadores
de Sarcoma 180 segundo os grupos de tratamento.

Grupos

p
Sc Sp S1 S2 S3 S4

Uréia 57,33+3,18 61,96+0,99 53,12+ 1.02 62,67 + 4,10 59,50+0,50 59,50+0,28 0,062
Creatinina 1,30+ 0,35 1,41+0,01 3,53+1,12 1,47 +0,38 1,50+0,50 1,30+011 0,153

AST
ALT

320,00 + 86,93 271,66 + 10,37 353,00 £ 96,88 262,67 + 64,67 431,00+ 25,00 176,00 +9,23 0,332
122,33+63,36 107,3+1,55 106,75+30,59 86,00+ 18,04 165,00+ 21,00 155,00+ 4,61 0,435

HemA4cias 5,40+ 0,22 6,07 £ 0,07 5,80+0,77 6,63 +0,22 6,29+1,13 6,85+0,68 0,634

Ht 31,40+0,30 35,03 £0,82 31,30+4,70 34,70 + 1,56 33,73+£5,67 36,93+3,64 0,833
Hg 9,50 £ 0,37 10,56 + 0,40 9,20+ 1,25 9,93+0,22 9,86+1,75 10,60+1,05 0,897
VCM 57,95+2,42 57,67+094a 53,73+122 5230x0,70b 53,83+0,78b 53,90+0,46b 0,037

HCM 17,59+0,28a 17,41+0,74a 1583+x024b 1497+030b 1563+0,22a 1543+0,15a 0,012
CHCM 30,28+1,47 30,17 £1,06 29,47 +0,55 28,63 +0,93 29,07 +0,47 28,67+0,07 0,656

Leucécitos 4,77 £0,23 3,87+0,20 7,97 +1,82 12,47 +1,30 6,47+2,70 9,90+3,37

Sc: Solugéo salina, Sp: 5-Fluoracil 25 mg/kg/ip; S1: EEMC 100mg/kg/vo, S2: EEMC 200mg/kg/vo; S3:
EEMC 100mg/kg/ip e S4: 200 mg/kg/ip (n=6/grupos)

1-P-valor da ANOVA,; * Estatisticamente significante; Valores na mesma linha seguidos de letras minGsculas
iguais ndo diferem estatisticamente (p>0,05) Teste Tukey

Dentre as anormalidades sanguineas de portadores de neoplasias podemos
citar a diminuicdo nos niveis de hemacias e hemoglobina, os quais podem ser
consequéncia de reacfes imunoldgicas, supressao da hematopoiese induzida pelo
tratamento, producao insuficiente de eritropoietina pelos rins ou supressao intrinseca
da medula 6ssea (ZUCKERMAN, 1998). A influéncia negativa do tumor pode ser
recompensada pela presenca do tratamento eficaz, ndo produzindo toxicidade frente
células sanguineas e a hematopoiese como todo. Padrdes de eritrograma dos
animais portadores de Carcinoma de Ehrlich, por exemplo concentracdo de
hemécias e hemoglobina, mantiveram os niveis em relacdo ao grupo controle Cc,
refletindo que tais parametros nao foram influenciados. Em se tratando do
leucograma, apesar de nédo significativo estatisticamente, houve uma leucopenia
maior no grupos tratados em relacdo ao grupo controle, 0 que propicia uma maior
vulnerabilidade dos animais em termos de imunocompeténcia (tabela 9). Os animais
portadores de Sarcoma 180 apresentaram leve aumento série eritrocitaria nos
grupos tratados em reacdo ao controle, mesmo que nao significativo estatisticamente
tal fato pode explicar diminuicdo estatisticamente significativa do parametro HCM

para os grupos S1 e S2 em relacdo ao controle Sc, e do parametro VCM nos grupos
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S2, S3 e S4 em relacdo ao padrédo Sp (tabela 10). De forma distinta aos animais
portadores de Carcinoma de Ehrlich, os portadores de Sarcoma 180, apresentaram
leucocitose em relagdo ao grupo controle, a qual pode sugerir uma melhora da

imunocompeténcia.

A presenca de massa tumoral € um fator estimulante para a proliferacdo de
leucécitos (SATO et al, 2005; LINS et al, 2009) outra desvantagem das terapias
guimioterapicas convencionais € que estas induzem a leucopenia a qual
consequentemente deixa o paciente mais vulneravel a infec¢des, como possiveis
causas pode-se citar a involucado de 6rgaos como o baco e timo (BEZERRA et al,
2008).

Singh et al (2013) ao realizar avaliacdo frente a linhagem Carcinoma de
Ehrlich também encontrou resultados promissores utilizando produto liofilizado
comercial do fruto de Morinda citrifolia L. nas doses de 250 e 500 mg/kg por 14
dias, no qual observou-se diminuicdo do peso e volumes dos tumores de animais
tratados, além disso conseguiu restaurar os niveis de hemoglobina e heméacias
comparado ao controle, conferindo acédo protetiva dos sistema hematopoiético,
apesar de um tempo maior de tratamento o resultando esta em consonancia com o
do presente estudo no que diz respeito ao peso dos tumores. Taskin et al, (2009)
através de ensaio antiproliferativo utilizando células de carcinoma ascitico de Ehlich
concluiu que a inibicdo se deve tanto a supressao da proliferacdo como a ativacéo
da apoptose.

Hirazumi; Furusawa (1999 ) e Furusawa et al.,( 2003) encontram resultados
promissores no tratamento do Sarcoma ascitico, como aumento do tempo de vida e
indice de cura, ao se combinar uma fracdo polissacaridica de Morinda citrifolia L.
com alguns imunomoduladores como, interleucinas 4 e 10, interferon gama (IFN-y)
e drogas quimioterapicas como vimcristina e etoposideo e 5-FU. Composto
isolados de Morinda citrifolia L. como o Damnacanthal, alizarin e morindone,
mostraram atividade frente ao cancer de pulmao e sarcoma (PATIL et. al., 2013).
Alcaldides, flavonoides e seus derivados encontrados na maioria de familias
vegetais estdo constantemente relacionados a propriedades antitumorais, bem
como o0s taninos, 0s quais sao compostos fendlicos estdo também relacionados

com a prevencgao, outras classes citadas como promissoras nha terapia anticancer
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sdo cumarinas, antraquinonas, triterpenos e 6leos essenciais (PATIL et. al., 2013).
Alguns destes compostos agem principalmente na supressdo da resposta
inflamatdria deixada pela transformacao, hiperproliferacdo e iniciacdo do processo
de carcinogénese o0 que pode culminar na supressdo de etapas finais como
angiogénese e metastase (BAHONOT et. al., 2011), foram encontrados no EEMC

classes como flavondides, taninos, triterpenos e cumarinas.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo podemos concluir que:

v

As condicBes climaticas e de solo influenciaram na presenca de metabditos
secundarios, uma vez que os alcaldides nao foram detectados no extrato dos
frutos utilizados no presente estudo, enquanto que em frutos de outras
regides tais metabdlitos estiveram presentes, de modo que serd interessante

futuras investigacdes quantitativas em processos cromotagraficos refinados;

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana do EEMC.
nas concentracbes de 1024 e 512 ug/mL, frente a cepas de bactérias e
fungos demonstrou uma moderada atividade antimicrobiana; assim o extrato
da fruta de Morinda citrifolia L., pode ser uma fonte de descoberta
moléculas com potencial terapéutico antimicrobiano, sendo requeridos o

isolamento, identificacdo e elucidacdo do mecanismo de acao;

A DLsy tanto por via oral como por via intraperitoneal do EEMC foi
considerada como > 5000 mg/kg, traduzindo-se como seguro, entretanto os
sinais histolégicos e a perda de peso dos animais na maior dose deverao ser

monitorados em ensaios de toxicidade subaguda e subcrénica;

O tratamento com EEMC mostrou-se eficaz na inibicdo do crescimento
tumoral em animais portadores de Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180,
fazendo-se necessarios testes aprofundados para elucidar o possivel
mecanismo de inibicdo e também maior avaliacdo quanto ao custo beneficio
no que no que concerne ao monitoramento das taxas de funcdo hepaticas
na linhagem do Carcinoma e as taxas da série leucocitaria nas duas

linhagens;

Os resultados encontrados nas atividades biologicas foram promissores
ainda que o grupo de alcaldides, os quais sdo referenciados como

detentores de diversas propriedades terapéuticas, nao foi detectado.
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ANEXO

Parecer do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

1\ fax: (55 81) 2126 8350
s www.ccb.ufpe.br

Recife, 11 de novembro de 2014.
Oficio n° 69/14

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.2 Ivone Anténia de Souza

Departamento de Antibiéticos - CCB

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.039925/2014-76

Os membros da Comisszo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Morinda citrifolia — Investigagido cientifica de suas
propriedades com base na sua utilizacdo no mercado.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacso experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagéo Animél e com és normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério; Animais: camundongos;
linhagem Swiss; Sexo: machos e fémeas: Idade: 60 dias; Peso:
25-35g; Nimero de animais previsto no protocolo: 120.

Presidente d3 CEUA /(2B UgpE

UFPE  SIAPE 1801584

CCB: Integrar para desenvolver

Atenqiosa;uente,
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