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Isolamento quimico e avaliacdo de bioatividade de fracbes do fruto de noni
(Morinda citrifolia L.)

RESUMO

Morinda citrifolia (Rubiaceae), popularmente conhecido como noni, é encontrado desde
regides tropicais do Centro Sul Africano, até o Caribe, Australia, China, Malasia, Indonésia,
india, América do Norte e América do Sul. Essa planta vem sendo utilizada ha mais de dois mil
anos pela tradicional medicina popular, por suas propriedades terapéuticas e nutricionais. 1sso
se deve a presenga de compostos bioativos, tais como a escopoletina, um composto fendlico
derivado de cumarina, que controla o nivel de serotonina no organismo, possui atividade anti-
inflamatdria, antioxidante, antiproliferativa e pro-apoptética. O objetivo do presente trabalho
foi identificar fragdes do fruto de noni, como fontes potenciais de quimiopreventivos, por meio
do isolamento de compostos bioativos e o estudo bioguiado de citogenotoxicidade,
mutagenicidade e antimutagenicidade, realizados em cultura de células normais e tumorais
humanas e no fungo filamentoso Aspergillus nidulans. As concentracdes utilizadas variaram de
0 a 500 pg mL?, diluidas em dimetilsulfoxido. A partir da fragdo acetato de etila foi feito o
isolamento de um composto por cromatografia em camada delgada, que foi identificado por
meio de ressonancia magnética nuclear, como sendo a isoescopoletina. O extrato bruto
etanolico e as fracBes acetato de etila e n-hexanica exibiram efeito antiproliferativo contra
linhagens celulares-tumorais humanas, podendo ser utilizadas com seguranca em baixas
concentragfes. A fracdo acetato de etila ndo foi citogenotoxica para células HepG2, nem
citotoxica para A. nidulans e mostrou efeito antimutagénico em todas as concentracées e pro-
apoptético nas concentragdes 25 e 250 pg mL™, nos tempos e tipos de tratamento empregados.
Por outro lado, a fracdo n-hexanica induziu a proliferacdo de células HepG2, ap6s 48 horas de
exposicao e mostrou efeito genotdxico nas maiores concentracdes. Os resultados apresentados
contribuem para a elucidacdo dos efeitos citotdxicos e genotoxicos dessas fracdes e na
identificacdo preliminar de extratos complexos com atividade protetora do material genético,
subsidiando a formulagéo de fitoterapicos, profilaticos e futuros estudos de identificacdo de

compostos quimiopreventivos.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Isoescopoletina. Citogenotoxicidade. Mutagenicidade.

Antimutagenicidade. Atividade pro-apoptotica.



Chemical isolation and assessment of bioactivity of fractions of the fruit of
the noni (Morinda citrifolia L.)

ABSTRACT

Morinda citrifolia (Rubiaceae), popularly known as noni, is distributed in the tropical regions
of Central and Southern Africa and throughout the Caribbean islands, Australia, China,
Malaysia, Indonesia, India and North and South America. The plant has been used for more
than two thousand years as folk medicine due to its therapeutic and nutritional qualities. The
plant has several bioactive compounds, such as scopoletin, a phenolic compound derived from
coumarin, which controls serotonin levels in the organism, with anti-inflammatory, antioxidant,
anti-proliferation and pro-apoptotic activities. The objective of this current assay was to identify
fractions of the noni fruit as potential chemoprevention sources by isolating bioactive
compounds and by bio-guide study of cytogenotoxicity, mutagenicity and antimutagenicity
performed in the culture of human normal and tumor cells and in the filamentous fungus
Aspergillus nidulans. Concentrations varied between 0 and 500 pug mL™ diluted in dimethyl
sulfoxide. The isolation of a compound was performed from the fraction ethyl acetate by thin
layer chromatography, identified as isoscopoletin by nuclear magnetic resonance. Crude
ethanol extract and ethyl acetate and n-hexane fractions revealed an anti-proliferation effect
against human cell-tumor strains, which may be safely employed at low concentrations. The
ethyl acetate fraction was not cytogenotoxic for HepG2 cells nor cytotoxic for A. nidulans, but
had an antimutagenic effect in all concentrations and it was also pro-apoptotic at concentrations
25 and 250 pg mL at the times and types of treatment employed. On the other hand, n-hexane
fraction triggered the proliferation of HepG2 cells after a 48h exposure and had a genotoxic
effect at higher concentrations. Results are relevant for the elucidation of the cytotoxic and
genotoxic effects of the fractions and in the preliminary identification of complex extracts as a
protecting activity of genetic material as a supplement in the preparation of phytotherapeutic
and prophylactic drugs and in future studies to identify chemoprevention compounds.

Keywords: Bioactive compounds. Isoscopoletin.  Cytogenotoxicity. Mutagenicity.

Antimutagenicity. Pro-apoptotic activity.
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1. Introducgéo

Desde o surgimento da vida no planeta, ha cerca de 3,5 a 3,8 bilhdes de anos atrds
(ALMEIDA; BARRETO, 2010), a natureza tem desenvolvido uma enorme biodiversidade ao
longo de sua histdria evolutiva, constituindo uma rica fonte de compostos bioativos, produzidos
sob a forma de metabolitos secundarios (BERNHOFT, 2010), que representam a base para o
desenvolvimento de inimeros fitofarmacos, com as mais diversificadas atividades
farmacologicas (ALVES, 2001).

Os metabolitos secundarios de plantas podem ser agrupados em quatro grandes
classes: substancias fenolicas, terpenos, glicosideos e alcaloides (BOURGAUD et al., 2001),
podendo sofrer oscilagfes durante o ano dependendo das condi¢des do meio em que a planta
estd submetida (GLOBBO-NETO; LOPES, 2007). Apesar disso, inUmeros compostos bioativos
tém sido isolados a partir de plantas (WINK, 2006).

Morinda citrifolia Linn. (Rubiaceae), conhecida popularmente como noni, é utilizada
como planta medicinal h4 mais de 2.000 anos pelos nativos da Polinésia (WHISTLER, 1985).
Além de apresentar amplo valor nutricional (SINGH et al., 1984), todas as partes da planta sdo
utilizadas em preparos medicinais (BRUGGNECATE, 1992). Na medicina popular, o noni é
indicado no tratamento de diabetes, hipertensdo, infeccGes, artrite, asma, dores (SANG et al.,
2002; CHAN-BLANCO et al., 2006), sindrome da imunodeficiéncia adquirida, Ulceras
gastricas, depressao, senilidade, ma digestdo, aterosclerose e até mesmo cancer (WANG et al.,
2002; KAMIYA et al., 2004).

Inimeros ensaios tém sido realizados e demonstraram a eficacia do noni em diversas
situacdes, como a atividade antimicrobiana (ATKINSON, 1956); antiviral, frente o virus da
imunodeficiéncia adquirida tipo 1 (KAMATA et al., 2006); antioxidante (MOHD; ABDUL-
HAMID; OSMAN, 2001); anti-inflamatéria (MCKOY; THOMAS; SIMON, 2002) e
antitumoral (HIRAZUMI et al., 1996; HIRAZUMI; FURUSAWA, 1999; WANG et al., 2002;
GUPTA et al., 2013), demonstrando que 0 noni contém varios compostos funcionais e
nutricionais (SINGH, 2013).

Os compostos fendlicos representam o maior grupo de compostos bioativos do fruto,
incluindo antraquinonas, como o damnacantal e a escopoletina, um derivado de cumarina
(WANG; SU, 2001). As cumarinas, da classe dos compostos fendlicos, sdo derivadas do
metabolismo da fenilalanina (YU et al., 2005), desempenham papeis fundamentais na
bioquimica e fisiologia da planta, com envolvimento nas a¢@es dos reguladores de crescimento,

controle da fotossintese, além de defesa contra infeccdo (KOSTOVA, 2006).
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A escopoletina, 7-hidroxi-6-metoxicumarina, um derivado de cumarina, constitui um
dos compostos mais representativos do noni (SAMOYLENKO et al., 2006). Sua atividade
farmacologica envolve a capacidade de controlar o nivel de serotonina no organismo
(LEVAND; LARSON, 1979), atividade anti-inflamatoria (KANG et al., 1999; KIM et al.,
2004; DENG et al., 2007; MOON et al., 2007), antiproliferativa, por meio da inducdo de
apoptose em células tumorais (YU et al., 2008), antioxidante (IKEDA et al., 2009), além do
papel no envelhecimento celular, induzindo a autofagia, pela ativacdo da proteina p53 em
fibroblastos de pulméo humano (NAM; KIM, 2015).

Outro composto fendlico, derivado de cumarinas, é a isoescopoletina, 6-hidroxi-7-
metoxicumarina, que pode ser empregada como um potencial sequestrante de radicais livres
para evitar doencas relacionadas a oxidacgéo (LIU et. al., 2007). Além disso, inibe a proliferacdo
de linhagens celulares de leucemia (CCRF-CEM) e linhagem resistente a mdultiplas drogas
(CEM/ADR5000) (ADAMS; EFFERTH; BAUER, 2006) e a proliferacdo do virus da hepatite
B em sistemas celulares (LI et. al., 2005).

A necessidade de investigacdo do biopotencial de extratos complexos do fruto de noni
e a auséncia de dados na literatura sobre a presenca de substadncias mutagénicas e
antimutagénicas nesses extratos, promove uma lacuna que carece de elucidacdo por meio de
ensaios que atestem o emprego da planta de noni como fonte de compostos com importancia
biotecnoldgica e medicinal.

Apesar de varios estudos atestarem o potencial medicinal do noni nas suas diferentes
formas de utilizacdo, € necessario a realizacdo de estudos que comprovem a auséncia de
toxicidade da planta e de seus metabdlitos secundarios, verificando ainda, a efetiva bioatividade
dessas substancias para formulacdo de fitofarmacos e/ou fitoterdpicos. Diante disso, 0s
objetivos do presente trabalho foram: isolar compostos bioativos; avaliar o potencial
antiproliferativo de fracbes do fruto de noni (Morinda citrifolia L.), em linhagens normais e
tumorais humanas e, analisar a atividade antimutagénica, utilizando como parametros, a
sobrevivéncia de conidios e a estimativa de conidios mortos e malformados no

desenvolvimento vegetativo da linhagem biAlmethG1 de Aspergillus nidulans.



17

2. Revisdo Bibliografica
2.1. Biodiversidade e quimiodiversidade

O Brasil possui imensa biodiversidade, representando cerca de 22% das espécies
vegetais do mundo (FERRO et al., 2006; RODRIGUES, 2009). O territério nacional abriga o
maior nimero de espécies endémicas, a maior floresta tropical (Floresta Amaz6nica), além da
Mata Atlantica e do Cerrado. A riqueza bioldgica nacional também se manifesta na diversidade
de ecossistemas, incluindo biomas continentais, ambientes marinhos e de influéncia marinha,
fluvial e lacustre como mangues e restingas. De fato, herdamos “um bergo espléndido”
(GANEM, 2010).

A biodiversidade ou diversidade biologica ¢ definida por At (2001), como “o cofre
de um patriménio quimico inexplorado de farmacos, alimentos, fertilizantes, solventes,
cosméticos, 6leos e energia, além de moléculas, enzimas e genes”.

Segundo a Convencgdo sobre Diversidade Bioldgica - CDB, biodiversidade ou
diversidade biol6gica significa a variabilidade de organismos vivos de todas as origens,
compreendendo 0s ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas aquaticos e 0s
complexos ecoldgicos de que fazem parte; incluindo, ainda, a diversidade dentro de espécies,
entre espécies e de ecossistemas (CONABIO, 2015).

Desde o surgimento da vida no planeta, hé cerca de 3,5 a 3,8 bilhdes de anos atrés
(ALMEIDA; BARRETO, 2010), a natureza tem desenvolvido uma enorme biodiversidade ao
longo de sua historia evolutiva. A diversidade bioldgica e de constituintes quimicos é uma das
mais ricas fontes de bioprospeccdo (BALICK; ELISABETSKY; LAIRD, 1996; CRAGG;
NEWMAN, 1999; COX, 2001; COLEY et. al., 2003; NICOLAOU; CHEN; DALBY, 2009), o
que levou a descoberta de muitas moléculas bioativas importantes como o taxol, a penicilina e
o acido salicilico (FARNSWORTH; BINGEL, 1977; STEVENSON; FRIEDMAN, 1999).

As plantas produzem compostos que contribuem para a saude e sobrevivéncia humana.
Mais de um ter¢co dos medicamentos tem origem a partir de produtos sintetizados pelo
metabolismo vegetal (SCHIMIDT et al., 2007). Aproximadamente 40% dos medicamentos
disponiveis na terapéutica moderna foram desenvolvidos a partir de fontes naturais, sendo 25%
de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2000).

A biodiversidade ¢ entendida como uma “biblioteca genética” de valor inestimavel,
que tem sido preservada nos diversos ecossistemas naturais, onde apenas uma pequena parte de
seus componentes tem sido estudada (GUERRA; NODARI, 2004). Estima-se, que até meados

de 2000, apenas 10% da biodiversidade mundial tenha sido estudada. Mesmo assim, cerca de
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140 mil metabolitos intermediérios, oriundos, sobretudo, de plantas superiores, ja foram
isolados e caracterizados (CALIXTO, 2000).

A variedade e a complexidade de compostos bioativos, oriundos de plantas ou demais
organismos € o resultado de milhdes de anos de evolugdo, como forma de protecéo e resisténcia
as intempéries do clima, poluicdo e acdo de predadores. Portanto, a natureza, é a responsavel
pela producdo da maioria das substancias organicas conhecidas, e 0s vegetais, constituem a
maior parcela de contribuicdo na diversidade quimica registrada na literatura (MONTANARI;
BOLZANI, 2001).

2.2. Compostos bioativos: metabdlitos secundarios

Todo organismo vivo processa uma diversidade quimica de compostos para sua
sobrevivéncia (HARBORNE, 1993). Segundo Marzzoco e Torres (2007), o metabolismo €
definido como o conjunto total de transformac6es das moléculas organicas, catalisadas por
enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo o organismo de energia, renovando suas
moléculas e garantindo a continuidade do estado organizado.

O metabolismo € dividido em: metabolismo primério, com substancias que visam o
crescimento e desenvolvimento do organismo, como hidratos de carbono, aminoéacidos,
proteinas e lipidios; e metabolismo secundério, que inclui grupos de metabdlitos que ajudam a
aumentar a capacidade global de sobrevivéncia e a superar os desafios locais, permitindo
interacdo com o meio (HARBORNE, 1993). Os metabdlitos secundarios sdo, muitas vezes,
produzidos em uma fase subsequente ao crescimento, estando relacionado a sobrevivéncia da
espécie (MARTIN; DEMAIN, 1978).

Alguns produtos resultantes do metabolismo secundario tém fungdes ecoldgicas,
atuando como atrativo ou repelente de insetos; outros sdo pigmentos em flores e frutos,
desempenhando papel essencial na reproducdo vegetal por atrair animais; também possuem
funcdo protetora contra a acao de predadores, tornando a planta indigesta para os herbivoros ou
venenosa e, também estdo envolvidos no mecanismo de defesa das plantas contra fitopatégenos
(GARCIA; CARRIL, 2009). Portanto, a capacidade de sintetizar metabdlitos secundarios foi
selecionada ao longo do processo evolutivo em diferentes espécies de plantas, a medida que
esses compostos supriam suas necessidades (DE LUCA; ST PIERRE, 2000; DUDAREVA;
PICHERSKY, 2000).

Os compostos bioativos produzidos por plantas apresentam efeitos farmacoldgicos
e/ou toxicoldgicos no homem e nos animais e sao sintetizados como metabolitos secundarios

(BERNHOFT, 2010), que geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular,
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além de possuirem atividades bioldgicas marcantes e, ao contrario dos metabolitos primarios,
apresentam-se em baixas concentragbes e em determinados grupos de plantas (BERG,;
TYMOCZKO; LUBERT, 2008).

Ha algum tempo, foram considerados como produtos de excrecéo vegetal. Sabe-se,
portanto, que essas substancias estdo diretamente envolvidas nos diferentes mecanismos que
permitem a adequag&o do seu produtor ao meio ambiente. Esses metabolitos despertam grande
interesse, ndo apenas pela atividade bioldgica exercida pelas plantas em resposta aos estimulos
ambientais, mas também, pela variada atividade farmacologica que possuem, apresentando
importancia comercial principalmente nas areas farmacéutica, alimentar, agronémica e
cosmética (SIMOES et al., 2007).

Os compostos bioativos em plantas sdo classificados de acordo com diferentes
critérios, levando-se em consideracdo sua funcdo clinica, por meio da avaliacdo do efeito
farmacoldgico e toxicolégico e, caracterizagdo boténica baseada em familias e géneros de
plantas produtoras desses compostos, pois espécies intimamente relacionadas podem produzir
0S mesmos compostos ou compostos semelhantes (BERNHOFT, 2010).

Os metabolitos secundarios de plantas, de acordo com suas vias biossintéticas, se
agrupam em quatro grandes classes: substancias fenolicas, terpenos, glicosideos e alcaloides.
Alguns metabdlitos sdo comuns a todas as plantas, como os fendis, envolvidos na sintese de
lignina. No entanto, outros, como os alcaloides, sdo esparsamente distribuidos no reino vegetal,
sendo muito especificos em alguns géneros e espécies. Esta distribuicdo mais estreita, constitui
a base para a quimiotaxonomia (BOURGAUD et al., 2001).

As substancias fendlicas englobam uma variedade de compostos, todos apresentando
um grupo hidroxila (-OH) ligado a um anel aromatico. S&o quase universalmente presentes em
todas as plantas e, geralmente, acumulam-se em todas as partes do vegetal. Incluem os
flavonoides, taninos, ligninas e acido salicilico (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). As
plantas sintetizam uma grande variedade de produtos que contém o grupo fenol, inclusive
aminoacidos aromaticos que podem fazer parte do metabolismo primario (GARCIA; CARRIL,
2009).

Os terpenos, ou terpenoides, constituem o maior grupo de metabdlitos secundarios. A
via biossintética desses compostos os leva tanto ao metabolismo priméario quanto ao secundario,
uma vez que sao essenciais para o crescimento e sobrevivéncia das plantas, como por exemplo
as giberelinas, citocininas e o 4cido abscisico (GARCIA; CARRIL, 2009).

De acordo com o namero de unidades de isopreno (cinco a&tomos de carbono) que

possuem, séo classificados em: monoterpenos (duas unidades de isopreno), sesquiterpenos (trés
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unidades de isopreno) e diterpenos (quatro unidades de isopreno). Uma Unica planta pode
sintetizar muitos terpenos diferentes, em diferentes partes, em épocas diferentes e, ao longo de
seu desenvolvimento (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Os glicosidios sdo assim chamados, devido a referéncia de um enlace glicosidico que
se forma quando uma molécula de acucar se condensa com outra que contém um grupo
hidroxila. Entre os grupos de glicosidios estdo: saponinas, glicosidios cardiotnicos e
glicosidios cianogénicos (GARCIA; CARRIL, 2009).

Os alcaloides, com grande importancia farmacologica e medicinal, sdéo compostos
nitrogenados alcalinos que incluem a morfina, cocaina, cafeina, nicotina e a atropina (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2007). S&o encontrados em cerca de 20% das plantas vasculares,
principalmente eudicotileddneas herbaceas. Sdo sintetizados a partir de lisina, tirosina e
triptofano; outros, porém, como a nicotina, sio derivados da ornitina (GARCIA; CARRIL,
2009).

Cerca de 50.000 estruturas quimicas de compostos bioativos tém sido identificadas em
plantas através de ressonancia magnética nuclear (RMN) e analise de raios X. No entanto,
segundo Wink (2006), uma vez que menos de 20% de todas as plantas tenham sido estudadas,
é provavel que o nimero real de compostos bioativos ou metabdélitos secundarios em plantas,
supere 100.000 estruturas.

Além disso, a quantidade e a natureza quimica dos metabdlitos secundarios produzidos
podem sofrer influéncia de inUmeros fatores, como a época de coleta, sazonalidade, ritmo
circadiano, temperatura, radiacdo ultravioleta, disponibilidade hidrica, disponibilidade de
macro e micronutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, fase do desenvolvimento, além da
inducdo por ataque de patdgenos, sofrendo oscilagdes durante o ano (GLOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

As plantas sdo, portanto, uma rica fonte de compostos bioativos. A diversidade de
estruturas e propriedades quimicas podem servir para o0 desenvolvimento de inimeros

fitofarmacos, desempenhando as mais variadas atividades farmacoldgicas (ALVES, 2001).

2.3. Fitofarmacos e suas aplicacdes

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define fitofarmaco como substancia ativa,
isolada de matérias-primas vegetais ou mesmo, uma mistura de substancias ativas de origem
vegetal (OMS, 1998). As plantas, além de constituirem uma fonte de recursos na medicina

popular, tém contribuido na obtencdo de inumeros farmacos, amplamente utilizados na
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medicina clinica, como a rutina, colchicina, vincristina e o taxol (CECHINEL-FILHO;
YUNES, 1998).

O processo de extracdo de principios ativos de plantas teve inicio em 1803, quando o
farmacéutico Friedrich Wilhelm Adam Sertirner isolou a morfina a partir de Papaver
somniferum. Desde entdo, outras substancias foram isoladas, e passaram a ser utilizadas em
substituicdo aos extratos vegetais (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2001).

Desta forma, inimeros fitoquimicos tém sido isolados a partir de plantas, sendo
utilizados como base na obtencdo de fitoterapico, medicamento tecnicamente obtido e
elaborado, empregando-se exclusivamente a matéria-prima vegetal com finalidade profilatica
ou curativa, ndo incluindo substancias ativas isoladas (ANVISA, 2010) ou, um fitofarmaco, que
compreende a substancia ativa, isolada a partir de material vegetal, incluindo misturas de
substancias ativas (OMS, 1998).

As diferentes substancias quimicas isoladas a partir de plantas, além de
desempenharem atividades farmacoldgicas de interesse a medicina, podem também,
desencadear efeitos adversos, como por exemplo o apiol, safrol, lignanas e alcaloides
pirrolizidinicos, com efeitos hepatotoxicos. Além disso, acdo toxica renal e ocorréncia de
dermatites, que podem ser causadas por espécies vegetais contendo terpenos, saponinas,
lactonas sesquiterpénicas e produtos naturais do tipo furanocumarinas (CAPASSO et al., 2000).

Como parte inerente a pesquisa cientifica, é necessario que se faca a comprovacao da
identidade botanica da planta, analise da composicdo quimica das drogas obtidas a partir da
matéria-prima vegetal, obtencdo, identificacdo e analise dos principios ativos e/ou extratos, a
fim de avaliar possiveis efeitos toxicos e/ou farmacoldgicos.

Alguns fatores atuam como incentivo ao estudo de plantas como fontes de novas
substancias com atividades farmacologicas, entre eles, destaca-se a imensa eficacia de alguns
fitoquimicos com atividades antitumorais (CRAGG et al.,, 1993; HOSTETTMANN;
QUEIROZ; VIEIRA, 2003) ¢, além disso, por ser considerado um hotspot mundial, o territério
brasileiro sustenta um alto nivel de biodiversidade (MYERS et al., 2000), havendo a
possibilidade de descoberta de novas substancias, culminando com o desenvolvimento de novos
fitofarmacos (FOGLIO et al., 2006).

Segundo Yunes e Cechinel-Filho (2001), diversas metodologias estéo disponiveis para
obtencgéo de farmacos, incluindo as biotecnologicas, que tornaram possivel a avaliagcdo, em um
unico dia, de inimeros compostos quanto as suas atividades biologicas e, a quimica

computacional que correlaciona a estrutura molecular a atividade bioldgica.
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Os vegetais, portanto, representam uma vasta fonte de moléculas a serem descobertas,
ndo sendo apenas portadores de principios ativos isolados, mas também de extratos.
Independentemente do uso de substancia isolada ou extratos, hd a necessidade de avaliar os
efeitos farmacoldgicos (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003). Uma vez que poucas
espécies tenham sido estudadas, € importante a realizacdo de pesquisas multidisciplinares,
permitindo um estudo completo das atividades bioldgicas de substancias vegetais (FOGLIO et
al., 2006).

2.4. Nutrigendmica: nutracéuticos e alimentos funcionais

A nutricdo e a genética desempenham um papel fundamental na satide humana, tendo
relacdo com o desenvolvimento de doencas cronicas e/ou disturbios multifatoriais como o
cancer, osteoporose, diabetes e doencas cardiovasculares (IUFOST, 2012).

Nesse sentido, a nutrigendmica compreende o estudo de como 0s nutrientes afetam os
genes (sua influéncia na estrutura e expressdo génica) e, como 0s genes afetam a dieta (como o
individuo responde ao que come), sendo este Ultimo, muitas vezes chamado de nutrigenética
(EL-SOHEMY, 2007). Portanto, a nutrigendmica é o estudo da interacdo de componentes
dietéticos com o genoma e as consequentes alteracGes na expressao génica, refletindo na
estrutura e funcédo de proteinas e outros metabdlitos (SUBBIAH, 2008).

Um dos principais objetivos da nutrigenémica é a prevencao do aparecimento e da
progressdo de doencas cronicas, por meio de estudos epidemioldgicos e construcdo de
evidéncias que estejam ligadas as vias metabdlicas e as doencas, conduzindo a populacédo a
orientacd@o nutricional personalizada (IUFOST, 2012). Em suma, esta ciéncia procura entender
como os componentes da dieta interferem na expressao dos genes, e quais genes sao induzidos
e reprimidos diante de determinado nutriente (SANHUEZA; VALENZUELA, 2012).

As areas da nutrigendmica e nutrigenética também estdo intimamente relacionadas a
uma area emergente, a metaboldémica, envolvida na descoberta e desenvolvimento de
biomarcadores de doengas (GERMAN; ROBERTS; WATKINS, 2003a; 2003b). Segundo
Subbiah (2008), a metabolémica compreende o estudo de como as diferencas genéticas afetam
o perfil metabdlico do individuo, as vias e as fungfes metabolicas que possam influenciar a
resposta do organismo aos nutrientes.

Muitas proteinas, enzimas, receptores, canais i0nicos e hormonios estdo envolvidos
nos processos didrios de ingestdo, absorgdo, digestdo, transporte, metabolismo e excrecéo.
VariacgGes nos genes que codificam proteinas podem afetar qualquer um desses processos e,

portanto, alterar ndo somente a quantidade de proteina produzida, como também a qualidade de
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sua funcdo. Se uma variacdo genética conduz a producgéo ou a fungdo alterada dessas proteinas,
entdo o estado nutricional pode ser afetado (IUFOST, 2012).

As diferencas marcantes entre os individuos no que diz respeito as respostas aos fatores
dietéticos tém incomodado os cientistas durante o Gltimo seculo. Apesar de haver uma base
genética para algumas destas diferencas, avangos nessa area s6 foram possiveis apés a
concluséo do projeto genoma humano (VENTER et al., 2001); documentacéo de polimorfismos
de unico nucleotideo (SNPs) em genes candidatos (ORDOVAS, 2006; ORDOVAS; KAPUT;
CORELLA, 2007) com associacdo aos desequilibrios metabolicos e, desenvolvimento de testes
para avaliar o potencial nutrigenémico (SUBBIAH, 2010).

Estudos baseados em etnofarmacologia, fitoterapia e uso de suplementos alimentares
tém fornecido fortes evidéncias da interacdo de nutrientes de origem vegetal com o genoma,
causando alterac6es relevantes na expressao génica (SHAY; BANZ, 2005; FENECH, 2008) e,
a capacidade das variacbes genéticas em provocar diferentes respostas frente aos fatores
dietéticos (STOVER, 2006).

O resveratrol, por exemplo, € um polifenol derivado de uvas, encontrado no vinho
tinto, morango, mirtilo e amora, com propriedades benéficas para a saude, tendo efeito anti-
inflamatorio, antitrombdtico e antitumoral (GRONBAEK et al., 2000; PEDERSEN;
JOHANSEN; GRONBAEK, 2003). Esta substancia esta associada a longevidade, uma vez que
estimula a producdo de proteinas nucleares e mitocondriais que retardam o processo de
apoptose, a0 mesmo tempo que aumenta a resisténcia as condicBes de estresse celular
(SCARLATTI; SALA; SOMENZI, 2003).

Embora a nutrigendmica parega ser uma ciéncia inovadora, os beneficios dos fatores
dietéticos na promocdo e melhoria da salide e bem-estar ja haviam sido sinalizados por
Hipocrates hd mais de 2.500 anos atras, quando disse: “deixe o teu alimento ser o teu remédio”
(EL-SOHAIMY, 2012).

Atualmente, com a criacdo de novos campos de estudo, surgiram 0s conceitos de
nutracéutico, que corresponde ao alimento ou parte do alimento que proporciona beneficios
médicos ou de salde, incluindo a prevencéo e/ou tratamento de uma doenca (TROTTIER et al.,
2010), e, alimento funcional, alimentos na forma comum, que suprem a necessidade de
vitaminas, acidos graxos, proteinas, carboidratos, entre outras substancias necessarias a
manutencdo da saude. A partir do momento em que o alimento funcional ajuda na
prevencdo/tratamento de doencas e outras desordens, passa a ser chamado de nutracéutico
(KALRA, 2003).
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Independentemente do uso do termo nutracéutico ou alimento funcional, o fato € que
os nutrientes desempenham diferentes papeis ou fungdes nutricionais em cada individuo,
conforme sua heranca genética (VASCONCELOQS, 2010).

2.5. Genética toxicologica de plantas

A genética toxicologica teve seu inicio na decada de 1980, quando 6rgdos de saude
publica e agéncias ambientais foram despertados para a necessidade de avaliar o potencial
mutagénico de agentes quimicos, medicamentos e aditivos de alimentos antes de serem
lancados no mercado (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

No nosso cotidiano, estamos constantemente expostos a diversas substancias com
potencial mutagénico e/ou carcinogénico, incluindo produtos de origem natural (vegetal ou
animal) ou sintética. Entre essa imensa gama de substancias potencialmente genotdxicas, estdo
os farmacos, cosméticos, corantes, conservadores de alimentos, derivados de petréleo,
agroquimicos, drogas licitas e ilicitas, além da poluicgdo tipica dos centros urbanos (GRISOLIA,
2005; TELESIL; MACHADO, 2008).

Os processos que afetam a base genética da vida participam da genotoxicidade e
podem ser agrupados, basicamente em: mutagénicos, quando a alteracdo afeta estrutura fisico-
quimica do DNA (mutagenicidade); carcinogénicos, quando a alteracdo atinge o controle do
ciclo celular (carcinogénese) e, teratogénico, quando a alteracdo se da em nivel orgénico,
gerando disturbios no desenvolvimento embrionario (teratogénese) (ERDTMANN, 2003).

A genética toxicologica estuda a capacidade de algumas substancias em induzirem
alteracbes genéticas nos organismos que sofreram exposicdo. Sendo assim, 0s ensaios de
genotoxicidade tém por objetivo a deteccdo de mutdgenos e carcindgenos; compreender 0s
mecanismos de mutagénese e carcinogénese e, avaliar 0s riscos desses compostos a saude
humana (WASSON; MICKLELVEY-MARTIN; DOWNES, 2008).

As plantas sdo conhecidas por conterem inimeros compostos bioativos, de interesse
farmacoldgico. Contudo, podem apresentar efeitos téxicos, inclusive para 0 DNA (ALADE;
IROBI, 1993; MARQUES et al., 2003). Desta forma, a investigacdo de plantas é relevante por
dois motivos: primeiramente, como uma fonte de drogas quimioterapicas potentes e,
secundariamente, como uma medida de seguranca para 0 uso continuo de plantas medicinais
pela populagdo (VERSCHAEVE et al., 2004). Portanto, € cada vez maior o enfoque de
pesquisas na busca por compostos com atividade antigenotoxica, ou seja, com efeito protetor,
seja em nivel antimutagénico ou anticarcinogénico, especialmente os de origem natural. Sabe-

se que, a maioria desses compostos estdo presentes nos vegetais (FERGUSON; PHILPOTT;
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KARUNASINGHE, 2004; GOMES, 2007), exibindo potentes efeitos protetores nas células dos
organismos, com envolvimento em mdltiplos mecanismos tais como: inibicdo de efeitos
genotoxico, atividade antioxidante, inativacdo de substancias mutagénicas, inibicdo da
proliferacdo celular e modulacgéo da transducéo de sinal. Mecanismos esses atrelados integral
ou parcialmente as diversas fases do processo de reparo do DNA (KOJIMA; KONISH;
KURODA, 1992).

2.6. Sistemas teste em genética toxicologica

A genética toxicologica avalia os efeitos genotoxicos em potencial, uma vez que séo
considerados pré-requisitos importantes para o desenvolvimento de efeitos adversos a saude,
como o cancer (RIBEIRO; MARQUES, 2003). Os testes regulatorios em genética toxicoldgica
constituem-se de uma série de ensaios de mutagenicidade, bem definidos e selecionados para
detectar agentes quimicos e fisicos capazes de induzir mutacGes, uma vez que as mutaces sao
frequentemente associadas com o desenvolvimento de céanceres e defeitos ao nascimento
(RIBEIRO, 2003).

Diversos testes de curta duracdo estdo disponiveis para a avaliacdo do potencial
genotdxico de diferentes substancias. Tais modelos sdo categorizados por leséo no DNA
(alteracdo passivel de reparo), mutacdo génica (lesdo ja fixada) ou dano cromossémico
(RIBEIRO; MARQUES, 2003).

O teste de mutagenicidade em Salmonella thyphimurium, também conhecido como
teste de Ames, é uma metodologia de triagem muito empregada para deteccdo de substancias
carcinogénicas genotdxicas, sendo validado em larga escala por diversos laboratérios. O ensaio
emprega linhagens de Salmonella auxotréficas para histidina, apresentando diferentes mutacées
do tipo deslocamento do quadro de leitura ou substitui¢cdo de pares de bases no DNA. Essas
linhagens sdo incapazes de crescer em meio com auséncia de histidina, a menos que ocorra
mutacdo que lhe restaure a capacidade de sintese do aminoéacido (UMBUZEIRO; VARGAS,
2003).

Os testes citogenéticos in vitro com células de mamifero séo utilizados para deteccdo
de alteracBes cromossdmicas estruturais e/ou numeéricas, microscopicamente visiveis (LIMA,;
RIBEIRO, 2003). A maioria das alteracGes detectadas por esse ensaio é encontrada em células
tumorais, sendo relevantes na carcinogénese (HOZIER; APPLEGATE; MOORE, 1992).

Outro ensaio recomendado para se estabelecer a avaliacdo e o registro de novos
produtos quimicos e farmacéuticos antes de entrarem no mercado, é o teste do microndcleo in

vivo com celulas hematopoiéticas de roedores (CHOY, 2001). Este ensaio é aconselhado na
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deteccdo de agentes clastogénicos (que induzem quebras) e aneugénicos (que induzem
segregacgdo cromossdmica anormal) (MACGREGOR et al., 1987; HAYASHI et al., 1994), que
conduzirdo a danos que aparecerdo sob a forma de micronucleo (RIBEIRO, 2003). Existem
inimeros protocolos para o emprego do teste, inclusive em células humanas (SALVADORI;
RIBEIRO; FENECH, 2003).

O teste do cometa apresenta suas peculiaridades e vantagens quando comparado a
outros ensaios para deteccdo de substancias genotoxicas. Este ensaio ndo é utilizado para
deteccdo de mutacgdes, mas sim de lesdes gendmicas, passiveis de correcao que, podem resultar
em mutacdo. Uma vez que os danos no DNA séo frequentemente celula-tecido especificos, essa
metodologia permite a deteccdo de danos e seu reparo em uma Unica célula e,
consequentemente, em determinada subpopulacdo celular, sendo portanto, relevante para
avaliacdo de compostos genotdxicos (GONTIJO; TICE, 2003).

A genética toxicoldgica tem centrado suas investigagdes no uso de diferentes
bioensaios capazes de detectar diferentes tipos de alteragdes, como mutacdes de ponto,
alteracdes cromossdmicas e lesdes, fatos correlacionados ao processo de carcinogénese. Mesmo
assim, alguns carcinogenos, sdo destituidos da atividade mutagénica, seja em nivel génico ou
cromossémico (RICHARD, 1994).

Ensaios que levam em consideracdo a recombinacdo mitética, que também estaria
envolvido na promogdo do céncer, foram desenvolvidos (ANDRADE; LEHMANN, 2003),
como o teste de Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo em Células Somaéticas (SMART), em
Drosophila melanogaster, que possibilita a deteccdo simultanea de mutacGes génicas e
alteragbes cromossdmicas além de recombinacdo somatica, com énfase sobre eventos
relacionados com recombinagdo homoéloga (GRAF et al., 1984; WURGLER; VOGEL, 1986).

Além disso, as novas tecnologias em gendmica funcional e protebmica, constituem
instrumentos importantes na avaliacdo das interacdes gene-ambiente, sendo este tipo de estudo
crucial no campo da mutagénese e carcinogénese ambiental, possibilitando a analise da
expressao génica para identificar as principais vias de genes com expresséo alterada, que pode
ser utilizada para revelar os eventos de regulagdo génica envolvidos na resposta celular as
lesGes, no monitoramento de individuos expostos, na estimativa de risco ao desenvolvimento
de neoplasias e definir o mecanismo de acdo do agente genotdxico (SAKAMOTO-HOJO et al.,
2003).
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2.7. Aspergillus nidulans como organismo teste

Aspergillus possui espécies muito utilizadas em processos industriais, alem de sua
importancia meédica. Aspergillus nidulans possui um sistema genético bem caracterizado e
amplamente utilizado em estudos sobre mutacgdes e regulacdo genética, sendo empregado em
testes de genotoxicidade e mutagenicidade, devido ao seu rapido crescimento em meios
definidos, com resultados fenotipicamente identificaveis (ROCHA; AZEVEDO, 1986).

A. nidulans, também chamado Emericella nidulans, na sua forma sexuada ou
teleomorfica, € uma das muitas espécies de fungos filamentosos do filo Ascomycota. Tem sido
um organismo importante no estudo da biologia celular dos eucariotos (OSMANI; MIRABITO,
2004) por mais de 50 anos (MARTINELLI, 1994), sendo empregado em pesquisas sobre
recombinacdo génica e mapeamento de genes (POTENCORVO et al., 1953), reparo de DNA,
mutacdo, controle do ciclo celular, tubulinas, cromatina, nucleocinese, patogénese,
metabolismo (NIERMAN et al., 2005) e genética do desenvolvimento (MARTINELLI, 1994;
TIMBERLAKE; CLUTTERBUCK, 1994). Sua ampla utilizacdo em estudos de genética deve-
se ao fato de apresentar ciclo de vida curto, haploidia e morfogénese bem definida
(TIMBERLAKE; MARSHALL, 1988; MILLER, 1990).

O ciclo de vida compreende trés fases distintas: a fase vegetativa, que engloba a
germinagdo do esporo e o crescimento das hifas vegetativas, originando o micélio; a fase
assexuada ou conidiogénese, que consiste na producdo de esporos assexuados, os conidios, a
partir de estruturas diferenciadas - os conidiéforos; e a fase sexuada ou ascosporogénese, que
resulta na formacao de esporos sexuados - 0s ascosporos, dentro dos cleistotécios, cercados por
células de hille (TIMBERLAKE; CLUTTERBUCK, 1994).

Cada uma destas fases constitui um programa de desenvolvimento regulado por grande
nimero de genes em cascata, como ocorre na embriogénese de organismos mais complexos.
Em linhas gerais, a germinacdo dos esporos € uma fase essencial no desenvolvimento do ciclo
de vida de todos os fungos filamentosos. Trés importantes passos podem ser distinguidos
durante a germinacdo de esporos: ativacdo do esporo dormente em resposta as condicbes
ambientais adequadas, crescimento isotrépico que envolve a absorgdo de agua e a retomada de
numerosas atividades metabolicas e crescimento polarizado que resulta na formagéo de um tubo
germinativo a partir do qual se origina o novo micélio (D"ENFERT, 1997).

A fase vegetativa tem inicio com o rompimento da dorméncia do esporo, que ocorre
na presenca de &gua e uma fonte de carbono, como a glicose (TIMBERLAKE;
CLUTTERBUCK, 1994). O esporo aumenta de volume com a embebicé&o e, por mitose, forma

0 tubo vegetativo (YUILL, 1950), que apresenta crescimento apical, originando os septos. Apds
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um periodo de crescimento, o esporo emite um segundo tubo germinativo, com orientacdo
oposta ao primeiro, assim como um terceiro, em seguida, perpendicular aos demais, porém,
todos no plano horizontal. Essas hifas crescem formando uma col6nia radial em culturas com
meio solido (PONTECORVO et al., 1953; AXELROD, 1972; ROCHA, 1997).

Segundo D’Enfert (1997), cada etapa da germinagdo ¢ marcada por um conjunto de
eventos morfogenéticos que reflete a expressdo de grupos de genes e o tipo de influéncia que o
ambiente pode exercer nessa fase. A embebicdo coincide com a ativacdo do metabolismo do
esporo, com elevacdo da taxa respiratoria e aumento dos niveis de ATP. A fase de brotamento
do botdo germinativo marca a ativacdo do ciclo celular, com a primeira mitose do ndcleo
original do conidio e 0 eixo que se estabelece nesse momento € o eixo diretor para o crescimento
polarizado da fase seguinte.

A conidiogénese ou ciclo assexual compreende a segunda fase do ciclo de vida de A.
nidulans, formando estruturas chamadas conidi6foros (Figura 1) que produzirdo esporos
assexuados, os conidios. O inicio do desenvolvimento dos conididforos € marcado pela
formacdo da célula-pé, constituida pela diferenciacdo de um intersepto da hifa vegetativa. A

partir dessa célula, surge uma haste, que por sua vez, sofre uma dilatacdo na extremidade

superior, dando origem a vesicula, da qual brotam
cerca de 30-60 pequenas vesiculas chamadas métulas.
Os nucleos da vesicula sofrem sucessivas mitoses, até
existirem nucleos suficientes para todas as métulas.
Cada nucleo migra para uma métula, e destas, por

brotamento, surgem as fialides, responsaveis pela

formagéo dos conidios, também por brotamento. Cada

- \‘
Figura 1. Eletromicrografia digitalizada de um

mitose do nucleo da fidlide que Ihe deu origem conidi6foro de Aspergillus nidulans com a
nomenclatura das diferentes células

(TIMBERLAKE; CLUTTERBUCK, 1994). especializadas (Pefalva et. al., 2012).

conidio que brota recebe um nuacleo resultante da

O ciclo sexual ou ascosporogénese (Figura 2), tem inicio apds 60 horas de crescimento
da coldnia e geralmente, a col6nia pode ainda apresentar alguns conidi6foros, causando o
aparecimento das células de Hille, de cor dourado brilhante que se formam ao redor de uma
hifa ascogena, uma ponta de hifa que se dobra como um gancho (ROCHA, 1997). Alem disso,
dois eventos morfogenéticos ainda participam da diferenciacédo sexual, o desenvolvimento dos

cleistotécios e a formacao dos ascos.
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Os cleistotécios sdo estruturas reprodutoras que abrigam em seu interior, 0s ascos, cada

Ascésporo

o,

hC

um com 8 ascosporos binucleados
(PONTECORVO et al., 1953;
BENJAMIN, 1955; YAGER, 1992). O

desenvolvimento do cleistotécio ocorre

através da modificacdo na ponta da hifa

| Meiose

que se dobra como um gancho formando

uma estrutura denominada de crozier. (0} L -
’\:9\73 =y

. . ~ - — !
sofrem mitose seguida de fusdo dos dois @e®-

Em cada crozier dois nucleos haploides % ..:
zi is nd ploi 4@ \\.}.’/}

Y
Ce Y o

nucleos filhos, que entram em meiose,

Figura 2. [llustragdo esquemdtica do ciclo sexual,
ascosporogénese, em Aspergillus nidulans (CASSELTON e
resultantes dentro de um  sO ZOLAN, 2002, com modificacdes).

dando origem a quatro nucleos

compartimento, 0 asco. Os nucleos sofrem entdo uma mitose pos-meidtica, originando oito
ascosporos, cada um envolto por uma membrana. Apds este processo, os nucleos dos
ascosporos sofrem nova mitose, sem divisao celular, tornando-se binucleados (PONTECORVO
et al., 1953; YAGER, 1992; CHAMPE; NAGLE; YAGER, 1994; BRAUS; KRAPPMANN;
ECKERT, 2002). Os mesmos dois ndcleos iniciais, repetem muitas vezes todo o processo
chegando a produzir 400.000 ascdsporos por cleistotécios (YAGER, 1992; CHAMPE;
NAGLE; YAGER, 1994).

Segundo Sousa et al. (2009), o emprego de A. nidulans constitui uma alternativa eficaz,
por se tratar de célula eucari6tica com mecanismos celulares e genéticos mais complexos do
que Salmonella thyphimurium, utilizado no teste de Ames. Mesmo com limitacGes na utilizagédo
deste fungo como alternativa a um mamifero, devido diferencas no ambiente molecular e
interacBes genéticas, A. nidulans fornece uma répida triagem das atividades bioldgicas de

agentes, do mesmo modo como no teste de Ames.

2.8. Cancer: um disturbio multifatorial

O céancer é a designacdo dada ao conjunto de manifestacdes patolégicas que
caracterizam-se pela perda de controle da proliferacéo celular e ganho da capacidade de invadir
tecidos adjacentes ou de sofrer metastases para tecidos distantes (PINTO; FELZENSWALB,
2003). O cancer pode ser induzido por meio de fatores externos e internos, que podem atuar em
conjunto ou em sequéncia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013).
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As células do corpo humano séo equilibradas por meio dos processos de crescimento
celular e apoptose. O desenvolvimento do cancer ocorre, quando esse equilibrio é atrapalhado
(RAVINDRAN; PRASAD; AGGARWAL, 2009), devido ao mal funcionamento de genes que
controlam esses processos (CHANG et al., 2012). As razdes pelas quais 0s genes que regulam
0 ciclo celular tém suas funcOes alteradas sdo complexas e multifatoriais, incluindo
predisposicOes genéticas hereditarias, agentes fisicos, quimicos e biologicos (PINTO;
FELZENSWALB, 2003).

A primeira evidéncia de substancias cancerigenas (carcindgenos), foi observada em
1775, quando se atribuiu & fuligem a alta incidéncia de cancer de pele nos limpadores de
chaminés. Desde entdo, inimeros carcindgenos tém sido identificados, mais de 200 moléculas,
sendo a maioria constituida por hidrocarbonetos policiclicos. A propriedade comum, inerente a
todos os carcindgenos, € a capacidade de causar dano ao genoma celular (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2011), afetando genes supressores de tumor, proto-oncogenes e genes
relacionados ao sistema de reparo bioldgico (ACHATZ; MAKDISSI; ASHTON-PROLLA,
2013).

Os genes supressores de tumor codificam proteinas que, por meio da regulacdo de
checkpoints celulares inibem a progressdo do ciclo caso o DNA esteja danificado e, também,
as proteinas que promovem apoptose em resposta as lesdes ndo reparadas no DNA (SILVA,
2013). Os proto-oncogenes sdo genes relacionados aos processos de proliferacdo e
diferenciacdo celular. Porém, quando ocorrem alteracdes nesses genes, eles tornam-se
oncogenes, agora capazes de manter o estimulo permanente para a divisao celular (PINTO;
FELZENSWALB, 2003). A maioria dos tumores tém mutagdes tanto em oncogenes como em
genes supressores de tumor (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

Segundo Pinto e Felzenswalb (2003), a maioria dos carcin6genos é considerada pré-
carcindgeno, ou seja, sdo compostos estaveis no pH fisioldgico, sendo incapazes de interagir
com o0 DNA. No entanto, essas substancias sao biotransformadas, por enzimas, em compostos
hidrossolUveis e, portanto, passiveis de serem excretados. Os produtos gerados sdo
extremamente eletrofilicos (caracteristica comum dos carcin6genos ambientais) e irdo reagir
com centros nucleofilicos das células, como regiées do DNA, levando & formacéo de adutos
que tendem a ser reparados. Caso a célula se replique antes do reparo ocorrer, esse aduto pode
levar ao aparecimento de uma alteracdo permanente no DNA, que pode ser uma mutacédo de
ponto ou alteragdes cromossdmicas, dependendo da quantidade e tipo de carcin6geno. Essas
alteracOes, fazem com que a célula afetada tenha maiores chances de adquirir novas alteragdes,

tendo efeito cumulativo, tornando-se uma célula neoplasica.
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Os mecanismos de mutagénese e carcinogénese estdo intimamente relacionados. A
mutacao, como consequéncia do dano no DNA, pode ser o estagio inicial no processo pelo qual
a maioria dos carcindgenos quimicos inicia a formacao de tumor. Isso se comprova pelo fato
de genes especificos serem encontrados em neoplasias (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

O céncer é, portanto, o produto final resultante de processos complexos que se
desenvolve em multiplos estagios. Em cada um desses estagios, ocorrem alteracGes genéticas
que ndo sdo corrigidas pelo sistema de reparo e provocam mutacdes, que conferem vantagem
proliferativa as células e sua consequente expansdo clonal (OLIVEIRA; BUSTOS;
DELLAMANO, 2013).

Apesar da atuacao de agentes carcinogénicos na promocéo e desenvolvimento tumoral,
inimeros compostos bioativos de origem vegetal tém sido fonte de moléculas clinicamente
uteis no tratamento de cancer (CRAGG; NEWMAN, 2005). O principal grupo de agentes
inibidores da carcinogénese inclui antioxidantes, indutores de apoptose, inibidores de enzimas
envolvidas no metabolismo de drogas, que poderia levar a formacgdo de radicais livres,
inibidores da angiogénese (necessaria para disseminacdo de tumores através das metastases),
antagonistas de fatores de crescimento, horménios e agentes reparadores de lesdes no DNA
(HALLIWEL, 1999; KELLOFF et al., 1999).

As plantas, portanto, podem ser utilizadas como recursos terapéuticos de varias
formas: sob a forma de chas (planta medicinal), extrato bruto ou fracdes em pds, cépsulas e
pilulas (fitoterapico) ou, substancias isoladas (fitofarmaco), desempenhando as mais variadas
atividades farmacologicas, inclusive antitumoral (RATES, 2001), sendo consideradas como
reservatorio de um grande nimero de compostos organicos que tém sido amplamente utilizados
como fonte para medicamentos. Entre as plantas medicinais estd o noni, Morinda citrifolia,
utilizado com fins terapéuticos, além de possuir amplo valor nutricional (MATHIVANAN et
al., 2005).

2.9. Noni: caracteristicas e aplicagdes
2.9.1. Caracteristicas gerais e botanicas

Rubiaceae Juss. € a maior familia de Gentianales, com cerca de 650 géneros e 13.000
especies, que corresponde a 66% do total da ordem (STRUWE, 2002). Estudos filogenéticos
propuseram a divisdo dessa familia em trés subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e
Ixoroideae (BREMER, 1996; BREMER et al., 1999).

Espécies de Rubiaceae apresentam distribuicdo cosmopolita, sendo mais abundantes

nas regides tropicais, em ambos os hemisférios (TAYLOR et al., 2004). No Brasil, ocorrem
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cerca de 130 géneros e 1.500 espécies, correspondendo a uma das principais familias de nossa
flora, destacando-se como um importante componente das formagdes naturais (SOUZA,
LORENZI, 2005), além, é claro, de apresentarem importancia econdmica, sendo empregadas
na alimentacdo, ornamentacdo e na industria farmacéutica (COELHO; AGRA; BARBOSA,
2006).

Morinda citrifolia Linn., conhecida popularmente como noni, pertencente a
Rubiaceae, € uma das plantas medicinais mais populares na Polinésia, usada ha mais de 2.000
anos (WHISTLER, 1985), com amplo valor nutricional e terapéutico (SINGH et al., 1984). Os
polinésios utilizam toda a planta em seus preparos medicinais - raiz, caule, folhas e frutos
(BRUGGNECATE, 1992). E uma planta nativa desde o sudeste da Asia até a Australia, sendo
cultivada na Polinésia, india, Caribe, América Central e do Sul (DENG; WEST; JENSEN,
2010).

A denominacédo boténica do género (Morinda) é devido a unido das palavras latinas
morus (amora) e indicus (India), justificada pela semelhanca ao fruto de Morus alba L. O nome
da espécie indica que a folhagem da planta € similar a alguns tipos de citros (VEIGA et al.,
2005).

A planta de noni € uma arvore pequena (3-10m), que cresce em regides costeiras ao
nivel do mar (Figura 3) ate &reas florestais acima de 1.300 metros, sendo geralmente encontrada

em solo basaltico. Dependendo do
local de cultivo, o noni ndo atinge
uma copa tipica e permanece com
aspecto arbustivo (VEIGA et al.,
2005).

As folhas medem de 15-30
cm de largura por 20-40 cm de
comprimento, com coloragao verde
brilhante (WANG et al.,, 2002; = o TS »
CHAN-BLANCO et al., 2006), do [IErret il o B
tipo oposta ou alterna, com lamina Figura3. Iana Morinda citrifolia, Haa|’: EUA (Dominio Publico).

ovalada, amplamente eliptica, oblonga ou oblongo-lanceolada (MATHIVANAN et al., 2005).
As flores sdo brancas, pequenas e tubulares, agrupadas e inseridas no pedinculo (MORTON;
1992; ROSS; 2001).
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O fruto é ovoide (Figura 4), de cor verde a transltcido durante a matura¢éo, medindo
de 3-10 cm, podendo atingir até mais
de 20 cm, com superficie em formatos
poligonais e, quando maduro, possui
cheiro e sabor desagradaveis (WANG
et al., 2002; CHAN-BLANCO et al.,
2006). As sementes séo triangulares de

cor marrom avermelhada, com uma

espécie de saco de ar ligado a uma -
extremidade, a qual faz com que Figu4. Fruto de noni, Morinda citrifolia (Arquivo do autor).
flutuem, o que poderia explicar, em parte, a ampla distribuicdo dessa planta nas ilhas polinésias
(SWANHOLM; JOHN; SCHEUER, 1959).

2.9.2. Caracterizagéo fisico-quimica do fruto

O fruto contém 90% de agua e 0s principais componentes da matéria seca, inclui
solidos soluveis, fibras e proteinas (CHAN-BLANCO et al., 2006). Em quantidade substancial,
encontram-se os hidratos de carbono, com fragdes variaveis de sacarose, glicose e frutose
(JENSEN et al., 2005) e seus principais aminoacidos sdo o acido aspartico, &cido glutamico e
isoleucina (CHUNHIENG, 2003). Também é verificada elevada porcentagem de minerais, em
torno de 8,4% da matéria seca, incluindo potassio, enxofre, célcio e fésforo. As vitaminas
encontradas em maior quantidade séo o acido ascérbico e provitamina A (CHAN-BLANCO et
al., 2006).

Correia et al. (2011) realizaram a caracterizacao quimica e fisico-quimica da polpa de
noni. As analises mostraram que o teor de umidade, em torno de 91,9% esta de acordo com 0s
dados na literatura, os quais indicam que a agua € o maior componente do fruto. Em relacdo
aos lipidios, observou-se uma baixa porcentagem, em torno de 0,08%. O valor médio para 0
teor de proteina foi de 1,06%. No entanto, podem ocorrer variagdes conforme verificado por
Shovic; Whistler (2001); Chunhieng (2003); West; Deng; Jensen (2011), em virtude de
alteragdes no clima, solo, ponto de maturagéo e armazenamento de cada regiéo.

O maior componente da matéria seca verificado por Correia et al. (2011), foram os
hidratos de carbono. O conteudo de cinzas variou de 0,4% a 2,1% em frutos secos,
representando 0s minerais, em maiores quantidades, potassio, sédio e calcio e, em menores
guantidades, ferro, manganés e zinco. As fibras presentes na fina pelicula do fruto estdo em
torno de 2%.
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Nesse mesmo estudo, o valor energético do noni foi de 30,25 kcal x 100 g* de polpa,
com quase totalidade atribuida aos hidratos de carbono, que corresponderam a cerca de 83,58%
das calorias contidas na polpa. Além disso, constatou-se que 0 noni € uma rica fonte de acido
ascorbico, um poderoso antioxidante que pode oferecer protecdo contra algumas doencas e
contra aspectos degenerativos do envelhecimento. Uma porcao de 100 gramas do fruto de noni
é suficiente para suprir o dobro do valor de referéncia de ingestao diaria recomendada para um
adulto. No entanto, nos frutos maduros, o teor de &cido ascorbico é diminuido.

Tambem foi identificado alto contetdo de compostos fendlicos totais (216,67 mg x
100 g1), quando comparado com acai, uva, graviola, goiaba, abacaxi, cupuagu e maracuja, com
excecdo da acerola e da manga (KUSKOSKI et. al., 2005). Os compostos fenolicos tém
participacdo no sabor, coloracdo e na acdo do produto como alimento funcional, notadamente
correlacionado com a capacidade antioxidante (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

2.9.3. Propriedades farmacologicas

Diferentes partes da planta, incluindo os frutos, tém sido tradicionalmente empregados
na medicina popular contra varias doencas, como diabetes, hipertensao, infec¢oes, artrite, asma,
dores e até mesmo cancer (SANG et al., 2002; CHAN-BLANCO et al., 2006).

O suco de noni, na medicina popular, é indicado como alternativa no tratamento de
dores de cabeca, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, Ulceras gastricas, depressdo,
senilidade, cancer, ma digestao e aterosclerose (WANG et al., 2002; KAMIYA et al., 2004).
Estudos in vitro tém demonstrado algumas atividades biologicas, como a inibicdo da
angiogénese, atividade antioxidante e inibi¢do de tirosina-quinase. No entanto, a maioria dos
ensaios foram realizados com extratos brutos ou fracdes de noni, havendo dificuldade na
deteccdo do composto responsavel pelas atividades descritas (ZIN; ABDUL-HAMID;
OSMAN, 2002; SU et al., 2005).

Entre as atividades farmacol6gicas do noni, ja& descritas na literatura cientifica,
destaca-se a atividade antimicrobiana (primeira atividade descrita), inibindo o crescimento de
algumas espécies de bactérias como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
morgaii, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Helicobacter pylori e espécies de Salmonella e
Shigella (ATKINSON, 1956). A atividade observada, segundo o autor, deve-se a presenca de
compostos fenodlicos como a escopoletina e antraquinonas.

A atividade antiviral foi observada para o damnacantal, um componente extraido de

noni, que atuou como inibidor da proteina acesséria viral vpr, tipica do virus da
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imunodeficiéncia adquirida tipo 1, que contribui com a parada do ciclo celular na fase G2 e
apoptose (KAMATA et al., 2006).

A propriedade antioxidante dos extratos metandlico e acetato de etila foi avaliada por
Mohd, Abdul-Hamid e Osman (2001). Os autores descobriram que o0s extratos apresentaram
forte oxidagéo, comparado ao alfa-tocoferol, demonstrando potencial antioxidante quase trés
vezes maior que o do &cido ascorbico, tendo praticamente a mesma magnitude que o pé de
semente de uva.

Mckoy, Thomas e Simon (2002), demonstraram a atividade anti-inflamatoria do
extrato aquoso do fruto de noni, através da resposta inflamatoéria aguda induzida por um agente
pro-inflamatorio (bradimicina). Verificou-se, que com a administracdo oral do extrato, houve
rapida inibicdo da formacédo de edema nas patas dos ratos utilizados como sistema teste.

O suco também demonstrou efeito hepatico-protetor frente lesdo induzida por
tetracloreto de carbono, em ratos. Os resultados mostraram que o suco foi eficiente na prote¢éo
contra a toxicidade hepatica induzida (MIAN-YING et al., 2008), evidenciando que ndo ha
relacdo entre o uso do suco de noni e a ocorréncia de hepatite (EFSA, 2002), podendo ser
utilizado como complemento natural eficaz de protecdo hepatica (WEST; JENSEN;
WESTENDORF, 2006; WEST et al., 2006).

A atividade antitumoral relacionada ao efeito imunomodulador (capacidade de
melhorar o sistema imune do individuo), foi descrita para o precipitado da fracdo etandlica do
suco de noni, na qual foi encontrada uma substancia rica em polissacarideo composta por
galactose, arabinose e ramnose, com efeito imunomodulador e antitumoral contra carcinoma de
pulmdo (HIRAZUMI et al., 1996; HIRAZUMI; FURUSAWA, 1999). Os autores sugeriram
que o noni poderia suprimir o crescimento do tumor por meio da ativagao do sistema imune do
individuo.

Wang et al. (2002), demonstraram o efeito citotoxico do suco comercial em linhagens
celulares de leucemia, cultivadas em varias concentracfes. A citotoxicidade do suco foi de
forma dose-dependente, induzindo necrose das linhagens tumorais em altas doses e, apoptose
em concentragdes mais baixas. Além disso, foi verificado o efeito sinérgico do suco com o
agente antitumoral taxol, aumentando a eficiéncia do mesmo, pois quando administrado
isoladamente, o taxol induziu baixa porcentagem de apoptose em celulas de leucemia mas, em
conjunto com o suco, a porcentagem foi de 100%, indicando, segundo o0s autores, 0 uSsO
terapéutico do suco em combinagdo com agentes antitumorais na tentativa de diminuir a dose
de farmacos sintéticos e aumentando a fungdo imunoldgica do organismo, criando uma

alternativa no tratamento de cancer.
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A atividade antitumoral com efeito sinérgico também é evidente no estudo realizado
por Gupta et al. (2013), no qual o suco comercial induziu apoptose em linhagens HelLa e SiHa
de cancer de colo uterino. O suco foi utilizado também em conjunto com o agente antitumoral
cisplatina. Os resultados mostraram que em associagdo com 0 noni, a cisplatina demonstrou
efeitos adicionais na inducdo de apoptose. Segundo os autores, essa inducdo ocorreu pelo
aumento na producdo da proteina p53, em 9% (tratamento com noni), 18% (tratamento com
cisplatina) e 43% (noni + cisplatina) em células HeLa e 26% (tratamento com noni), 41%
(tratamento com cisplatina) e 54% (noni + cisplatina).

Outra equipe de pesquisadores foi surpreendida com a inducdo da morfologia normal,
em um tipo particular de célula encontrada em neoplasias humanas, que se multiplicam
descontroladamente e tornam-se malignas. Essa indugdo ocorreu pela influéncia do
damnacantal, uma antraquinona extraida a partir do extrato cloroférmico dos frutos
(HIRAMATSU et al., 1993). Outro estudo mostrou que o suco comercial de noni levou a
reducdo na formacdo de adutos no DNA em células do coracdo (30%), pulméo (41%), figado
(42%) e rim (80%), em ratos previamente tratados com o carcinégeno quimico 7,12-
dimetilbenzenoantraceno e, posteriormente tratados com o suco de noni (WANG; SU, 2001).

Em suma, o noni tem sido alvo de diversas pesquisas por suas propriedades
nutracéuticas e terapéuticas, pela presenca de varios compostos bioativos apresentando as mais
variadas atividades farmacoldgicas de interesse para o desenvolvimento de medicamentos para
as doencas humanas. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para investigacdo da
bioatividade dos compostos isolados e/ou fracdes, elucidacdo de mecanismos de acdo e
realizacdo de ensaios clinicos para comprovacdo de sua efetividade e auséncia de toxicidade
(SINGH, 2013).

2.9.4. Compostos isolados do fruto de noni

Segundo Singh (2013), cerca de 200 fitoquimicos tém sido identificados de diferentes
estruturas e/ou 6rgaos da planta de noni e, esses fitoquimicos diferem muito dependendo da
parte da planta. As principais classes de metabolitos isolados de noni incluem acidos (octanoico
e hexanoico) (FARINE et al., 1996), alcoois, fendis, antraquinonas, cumarinas, glicosideos,
carotenoides, esteres, flavonoides, iridoides, cetonas, lactonas, lignanas, nucleosideos,
terpenoides e esterdis. A maioria destes compostos tém sido isolados e identificados com o
auxilio de ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de massa e cromatografia
gasosa (PAWLUS; KINGHORN, 2007).
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Os principais compostos volateis presentes no estagio maduro (cor ambar claro) e
demasiadamente maduro (cor marrom escuro), correspondem ao acido octanoico (em torno de
70% do extrato total) e hexanoico (aproximadamente 8% do extrato total), sendo responsaveis
pelo odor pronunciado do fruto de noni (PINO et. al., 2010), conforme notas de odor de
Arctander (1969).

Os compostos fendlicos representam o maior grupo de compostos bioativos do fruto
de noni. Entre eles, as antraquinonas séo as mais relatadas, incluindo damnacantal, morindona
e morindina, além da cumarina escopoletina (WANG; SU, 2001). Dentre as antraquinonas, 0
damnacantal é destacado por sua atividade antitumoral e anti-HIV (KAMATA et al., 2006).

Pawlus et al. (2005), identificou e isolou um potente indutor de quinona redutase, a 2-
metoxi-1,3,6-trihidroxi antraquinona, com potencial 40 vezes maior que o sulforafano,
fitoqguimico com atividade anticarcinogénica que estimula a producdo de enzimas que
desempenham papel crucial na desintoxicacdo por agentes cancerigenos (SEGEN'S MEDICAL
DICTIONARY, 2012), porém sua concentracdo no fruto é muito baixa, mas seu potencial
bioldgico faz dessa substancia, uma biomolécula promissora na prevencdo tumoral, ainda na
fase de iniciacdo (PAWLUS et al., 2005). No entanto, alguns estudos mostraram que células
em cultura sdo capazes de acumular quantidades de antraquinonas superiores aos niveis
encontrados na planta, através da otimizacdo das condi¢bes de cultivo, apresentando
significante potencial para a exploragdo comercial dessas substancias (LUCILLA,;
JOHANNES, 1995; LUCILLA; MARC; JOHANNES, 1995; MARC et al., 2003).

As cumarinas, da classe dos compostos fendlicos, sdo derivadas do metabolismo da
fenilalanina (YU et al., 2005). Isoladas em 1820 da planta cumaru, Dipteryx odorata Willd.
(Fabaceae) (BRUNETON, 1999), sdo classificadas como membro das benzopironas, que

consistem em um anel benzeno associado a um anel pirona (OJALA, 2001), conforme Figura

5. As benzopironas séo divididas em benzo-a-
pironas e benzo-y-pironas, das quais 0s

flavonoides sdo os principais membros. Ha

quatro principais subtipos de cumarinas: as

cumarinas simples, as furanocumarinas, as

[A] a-Benzopirona [B] y-Benzopirona

iranocumarin marin irona- _ -
piranocumarinas € —as  cumarinas - pirona Figura 5. As estruturas quimicas de subclasses com

substituidas (KEATING; O’KENNEDY, 1997), benzopirona, a estrutura base de cumarina (benzo-a-
pirona) [A], e flavonoide (benzo-y-pirona) estrutura
conforme Tabela 1. [B] (LACY; O’KENNEDY, 2004).
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Tabela 1. Principais caracteristicas estruturais e exemplos de cada subtipo de cumarina (Lacy;
O’Kenned, 2004).

CLASSIFICAGAO CARACTERISTICAS EXEMPLOS

S
CUMARINAS SIMPLES Hidroxilado, alcoxilado ou Homo

alquilado no anel benzeno
7-Hidroxicumarina (Espocoletina)

Anel furano de 5 membros Y AN AN
ligado ao anel benzeno. o 0N, ° o N,

Linear ou Angular = o
Psolareno Agelicina

- OO0,

Xantiletina

FURANOCUMARINAS

Anel pirano de 6 membros
PIRANOCUMARINAS ligado ao anel benzeno.

Linear ou Angular

CUMARINAS Substituicdo no anel pirona,

. muitas vezes em posi¢des 3-
PIRONA-SUBSTITUIDAS C ou 4-C.

Warfarina

As cumarinas desempenham papeis fundamentais na bioquimica e fisiologia da planta,
com envolvimento nas a¢des dos reguladores de crescimento, controle da fotossintese, além de
defesa contra infec¢do. Esses metabolitos sdo extremamente variaveis, devido os varios tipos
de substituicbes em sua estrutura basica, que influencia em suas atividades bioldgicas
(KOSTOVA, 2006).

A escopoletina, 7-hidroxi-6-metoxicumarina (Figura 6), um derivado de cumarina,
constitui um dos compostos mais representativos do noni, podendo ser utilizada como marcador
no controle de qualidade de produtos a base de noni (SAMOYLENKO et al., 2006). Sua
atividade farmacoldgica envolve a capacidade de controlar o nivel de serotonina no organismo
(LEVAND; LARSON, 1979), atividade anti-inflamatoria (KANG et al., 1999; KIM et al.,
2004; DENG et al., 2007; MOON et al., 2007), antiproliferativa, por meio da inducdo de
apoptose em células tumorais (YU et al., 2008), antioxidante (IKEDA et al., 2009), além do
papel no envelhecimento celular, induzindo a apoptose, pela ativacdo da proteina p53 em
fibroblastos de pulmao humano (NAM; KIM, 2015).
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Outro composto fendlico, derivado de cumarinas, € a isoescopoletina, 6-hidroxi-7-

metoxicumarina (Figura 6), identificada pela primeira vez no
suco de noni por Liu et. al. (2007). A isoescopoletina é
produto da demetilagdo de cumarina e, devido a sua forte
atividade antioxidante, pode ser empregada como um
potencial sequestrante de radicais livres para evitar doencas
relacionadas a oxidacao (LIU et. al., 2007). Alem disso, inibe
a proliferacdo de linhagens celulares de leucemia (CCRF-
CEM) e linhagem resistente a multiplas drogas
(CEM/ADR5000) (ADAMS; EFFERTH; BAUER, 2006) e a
proliferacdo do virus da hepatite B em sistemas celulares (LI
et. al., 2005).

H,CO.
m
HO o) o

Escopoletina

HO.
m
H,CO 0 0

Isoescopoletina

Figura 6. Estrutura quimica da
escopoletina e da isoescopoletina.
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Resumo

Inimeras bioatividades tém sido atribuidas ao noni (Morinda citrifolia), inclusive a atividade
antitumoral. Mais de 200 fitoquimicos tém sido isolados de diversas partes da planta. No
presente trabalho, isolou-se a isoescopoletina a partir da fracdo acetato de etila e, foi avaliado
o efeito antiproliferativo do extrato bruto etandlico e das fragdes acetato de etila e n-hexanica
dos frutos (0,25; 2,5; 25 e 250 pg mL™?), em oito linhagens tumorais humanas (U251, MCF-7,
NCI-ADR/RES, 786-0, NCI-H40, PC-3, OVCAR-03 e K562), além da linhagem nédo tumoral
HaCat. Os resultados evidenciaram que o extrato bruto etandélico mostrou atividade
antiproliferativa especifica para a linhagem OVCAR-03. A fracdo acetato de etila foi citostatica
contra todas as linhagens testadas (ICso de 7,3 a 82,0) e citocida para OVCAR-03. A fragéo n-
hexanica foi a mais bioativa, citostatica sobre todas as linhagens (ICso de 0,59 a 25,2).
Concentragdes superiores a 100 pg mL* da fragdo n-hexanica foram citocidas sobre todas as
linhagens. Ambas as fragdes constituem uma fonte promissora para o isolamento de compostos

quimiopreventivos podendo ser empregadas com seguranga em baixas concentracoes.

Palavras-chave

Isoescopoletina; Anticancer; Antiproliferativo; Quimioprevencdo; Compostos bioativos
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Abstract

Several bio-activities, including anti-tumor activity, have been attributed to noni (Morinda
citrifolia) and more than 200 phyto-chemicals have been isolated from several parts of the
plant. Isoscopoletin was isolated from the ethyl acetate fractions and the anti-proliferation
effect of the crude ethanol extract and of ethyl acetate and n-hexane extract of the fruits (0.25;
2.5; 25 and 250 pg mL™) was assessed in eight human tumor strains (U251, MCF-7, NCI-
ADR/RES, 786-0, NCI-H40, PC-3, OVCAR-03 and K562), and in the non-tumor HaCat strain.
Results showed that the crude ethanol extract had an anti-proliferation factor specific to the
strain OVCAR-03. The ethyl acetate fraction was cytostatic against all tested strains (ICso 7.3
- 82.0) and cytocidal for OVCAR-03. The n-hexane fraction was more bio-active and cytostatic
for all strains (1Cs00.59 - 25.2). Concentrations over 100 pug mL™ of the n-hexane fraction were
cytocidal for all strains. The two fractions are a promising source for the isolation of chemo-

preventive compounds and may be safely used in low concentrations.

Keywords

Isoscopoletin; Anticancer; Anti-proliferation; Chemo-prevention; Bioactive compounds.

Highlights

- A isoescopoletina € o composto majoritario e pode ser isolado da fracdo acetato de etila de
frutos de noni;

- As doses citocidas do extrato bruto e fracdo acetato de etila sdo seletivas para a linhagem
OVCAR-03, ndo citotoxica para a linhagem celular normal HaCat, mesmo em concentraces
maiores;

- A fracdo n-hexénica é citocida para células tumorais e normais, sendo segura em
concentragdes menores que 100 pg mL?;

- O extrato bruto etandlico e as fracdes acetato de etila e n-hexanica séo fontes promissoras para

isolamento de quimiopreventivos.
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1. Introducgéo

As plantas sdo utilizadas pela humanidade desde a antiguidade, na alimentacédo, cura
de doencas e na agricultura (Viegas Jr; Bolzani e Barreiro, 2006). Além de fornecerem
proteinas, lipidios e hidratos de carbono, constituem uma fonte de substancias com atividades
farmacoldgicas (Vasconsuelo e Boland, 2007).

Morinda citrifolia L. (Rubiaceae), popularmente conhecida como noni, € uma planta
nativa da Asia e Polinésia que tem sido tradicionalmente empregada com fins terap@uticos
(Wang et al., 2002) contra varias doengas como diabetes, hipertensdo, infeccdes, artrite, asma,
dores, cancer (Sang et al., 2002; Chan-Blanco, Vaillant, Perez, Reynes, Brillouet e Brat, 2006),
sindrome da imunodeficiéncia adquirida, Ulceras géstricas, depressdo, senilidade e
aterosclerose (Wang et al., 2002; Kamiya, Tanaka, Endang, Umar e Satake, 2004).

Diversas atividades farmacoldgicas tém sido atribuidas ao noni, como a atividade
antibacteriana (Atkinson, 1956), antiviral (Kamata et al., 2006), antioxidante (Mohd, Abdul-
Hamid e Osman, 2001), anti-inflamat6ria (Mckoy, Thomas e Simon, 2002) e antitumoral
(Hiramatsu, Imoto, Koyano e Umezawa, 1993; Wang e Su, 2001; Wang et al., 2002; Gupta,
Banerje, Pathak, Sharma, Singh, 2013).

Segundo Singh (2013) cerca de 200 fitoquimicos tém sido isolados e identificados de
diferentes partes da planta de noni. Os mais importantes compostos identificados no fruto
incluem substancias fenolicas, como o damnacantal e a escopoletina, acidos organicos,
vitaminas e aminoacidos (Chan-Blanco et al., 2006). Entre esses compostos, a escopoletina, um
derivado de cumarina, € um dos compostos mais representativos no noni, apresentando
atividades antimicrobianas e anti-inflamatoria, além de atividade antioxidante bem elucidada
(Deng, Palu, West, Su, Zhou e Jensen, 2007).

Os compostos bioativos, tipicos de plantas, sdo aqueles que provocam alguma
atividade farmacoldgica ou toxica no homem e nos animais (Bernhoft, 2010). Séo produzidos
sob a forma de metabdlitos secundarios, geralmente apresentam baixo peso molecular e,
encontram-se em baixas concentragdes, sendo produzidos por determinados grupos de plantas,
com atividades bioldgicas marcantes (Berg, Tymoczko e Lubert, 2008).

Entre as atividades bioldgicas, a antitumoral é relatada para compostos de origem
vegetal desde 1950 (Cragg e Newman, 2005). Desde entdo, inUmeros agentes antitumorais,
obtidos a partir de plantas, tém sido empregados no tratamento contra o cancer (Rocha, Lopes
e Schwartsmann, 2001).

Por suas propriedades nutracéuticas e terapéuticas, o noni tem sido alvo de pesquisas

na busca por novos compostos bioativos que poderdo servir como base para o desenvolvimento
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de medicamentos. Além disso, ensaios devem ser realizados a fim de comprovar sua eficiéncia
e auséncia de toxicidade de seus isolados e/ou fra¢Ges (Singh, 2013). Diante disso, 0 objetivo
do presente trabalho foi isolar compostos bioativos e identificar fragdes com atividade
antiproliferativa contra diversas linhagens tumorais humanas, contribuindo para a elucidagéo
dos efeitos citotoxicos dessas fragdes e, subsidiando o uso de novos compostos aliados aos

tratamentos quimioterapicos e formulacédo de fitoterépicos e profilaticos.

2. Materiais e Métodos
2.1. Material Vegetal

Frutos de Morinda citrifolia L. (Rubiaceae), em estagio imaturo, provenientes do sitio
Sao José, municipio de Urania, Sao Paulo, Brasil (20°15.375°S; 50°36.806’W, 460 metros de
altitude), foram coletados no verdo, em janeiro de 2014. O clima da regido é tropical com
estacdo seca (classificacdo climatica de Koppen-Geiger: Aw). Material testemunho foi
depositado no herbéario da Universidade Estadual de Maringad (HUM), Maringé, Parand, Brasil

sob nimero 28153.

2.2. Extracdo e Isolamento Quimico

Os frutos frescos de Morinda citrifolia (6 kg), foram triturado em liquidificador
domestico e submetidos, inicialmente, a extracdo exaustiva com etanol absoluto (3 L) em
temperatura ambiente (28°C), por sete dias, seguido de filtragem. O extrato etandlico foi
particionado em n-hexano (50 mL) e acetato de etila (50 mL). Ambas as fracdes foram
combinadas, separadamente, e concentradas em evaporador rotativo a 40°C, para eliminacéao
dos solventes extratores, rendendo ao final 3,0 e 2,59 de extrato, respectivamente.

O extrato n-hexanico (2,59) foi submetido a cromatografia em coluna (& 20 mm) silica
gel 60 (30g), com granulometria 70-230 mesh, eluida com n-hexano e gradientes de mistura de
n-hexano/EtOACc (1%; 2%; 3%; 4%; 5% e 10%), resultando em 95 fracGes. Para 0 extrato
EtOAc (1,59) foi realizado procedimento semelhante, porém, a coluna foi eluida com gradientes
de concentracdo de n-hexano/EtOAc (50%; 60%; 70%; 80%; 90% e EtOAc 100%), resultando
em 80 fracoes.

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de aluminio
cobertas de silica-gel 60 UV254 com 0,20 mm de espessura, adquiridas da Merck, como fase
estacionaria, utilizando n-hexano 100% e/ou n-hexano/EtOAc em diferentes proporg¢des, como
fase movel. A fragdo n-hexénica foi preparada para CCD nas proporcdes de n-hexano/EtOAc

(20%; 10%; 5% e n-hexano 100%), semelhantemente os frascos da fragdo EtOAc foram
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preparados nas proporgdes n-hexano/EtOAc (50%; 60% e 70%). As fragOes foram analisadas
por CCD e reunidas de acordo com o perfil cromatogréfico. Os tubos da fragdo n-hexanica FH-
1 (1-4) e FH-2 (54-55 e 62-65) e da fracdo EtOAc FA-1 (30-35), foram unidos entre si,

separadamente, e analisados por ressonancia magnética nuclear (RMN).

2.3. Espectrometria de RMN

Os espectros de RMN de H foram obtidos em espectrometro Gemini 300P-Varian
Instrumentos (300,06 MHz). Os deslocamentos quimicos foram registrados em 8, tomando-se
como padrdes de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS, & 0,00) ou o CDClIs (6 7,27). Os
solventes utilizados foram todos deuterados. Os sinais obtidos foram caracterizados, conforme
recomendacdo da AUREMN, como: s = simpleto, sl = simpleto largo, d = dupleto, t = tripleto,
g = quarteto, quint. = quinteto, sept = septeto, m = multipleto, dd = duplo dupleto, dt = duplo
tripleto, dq = duplo quarteto. As constantes de acoplamento (J) foram citadas em Hertz. Os
espectros de RMN de *3C foram obtidos em espectrémetros Gemini 300P-Varian Instrumentos
(75,45 MHz). Os deslocamentos quimicos foram registrados em 6, tomando-se como padroes
de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS, & 0,00) ou o CDCl3 (8 77,00). O nimero de
hidrogénios ligados aos atomos de carbono foi determinado através dos espectros de RMN de
13C, com o auxilio das técnicas de RMN de 3C/DEPT (90 e 135, onde CH3/CH = sinal positivo,
CH> = sinal negativo e Co = ausente).

2.4. Analise da atividade antiproliferativa in vitro

A atividade antiproliferativa dos extratos etanolico, n-hexanico e acetato de etila foi
avaliada em oito linhagens celulares tumorais humanas, gentilmente cedidas pelo National
Cancer Institute (Frederick, MA, USA): U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES
(ovéario com fendtipo de resisténcia a mualtiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H40 (pulmao, tipo
ndo pequenas células); PC-3 (prostata); OVCAR-03 (ovério); K562 (leucemia) e HaCat
(queratindcitos imortalizados, linhagem ndo tumoral).

As linhagens foram crescidas em meio contendo 5 mL de RPMI 1640 (Gibco BRL),
suplementado com 5% de soro bovino fetal e adicdo de gentamicina (50 mg mL™). As células
foram dispostas em placas contendo 96 pogos (10 pL células/poco) e expostas as concentracdes
das amostras dissolvidas em DMSO/RPMI (0,25; 2,5; 25 e 250 ug mL™), a 37°C com 5% de
CO; atmosférico, por 48 horas. A concentracdo final de DMSO néo afeta a viabilidade celular.

Foi utilizado a doxorrubicina como controle positivo.
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As células foram entdo fixadas com &cido tricloroacético 50% e a proliferacéo celular
determinada por quantificagcdo espectrofotométrica (570 nm) do conteudo de proteina celular,
empregando o teste sulforradamina B (Monks, Scudiero e Skehan, 1991). A concentracdo que
inibe 50% do crescimento (I1Cso) foi determinada pela curva-resposta de cada linhagem celular,
por meio de analise de regressao ndo-linear pelo software ORIGIN 7.5.

Se T > C, existiu estimulagdo do crescimento celular. Se T > T0, mas > C, existiu uma
atividade citostatica e a formula utilizada serd 100 x [(T-T0)/(C-TO)]. Se T < TO, existiu
atividade citocida e a férmula utilizada serd 100 x [(T-T0)/T0]. T = média das células tratadas,
C = controle das células e TO = controle das células no dia de adigdo das amostras. Também é
possivel subtrair o resultado obtido de 100%, obtendo-se a porcentagem de inibicdo de
crescimento (IC). As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram inibicdo de

crescimento maior que 50% e ainda de forma dose dependente.

3. Resultados e Discussao
3.1. Extracdo Quimica

A separacdo cromatografica do extrato n-hexanico resultou no isolamento de duas
fragdes, FH-1 e FH-2, em que ambas apresentaram apenas um composto na CCD, utilizando
varios sistemas de eluentes diferentes. Enquanto que na fracdo acetado de etila, foi possivel
isolar apenas uma fracdo, FA-1, que se apresentou pura na analise de CCD.

A partir da analise dos dados de RMN de *H e *3C, foi possivel identificar a fracdo FH-
1 como sendo um éster de &cido graxo; a fracdo FH-2 como &cido octanoico, isolado
anteriormente de noni por Farine et al. (1996) e Sang et al. (2002) e a fracdo FA-1 como a
cumarina isoescopoletina (Figura 1), isolada de noni por Liu et al. (2007).

H,CO
11

Figura 1. Estrutura molecular da cumarina isoescopoletina.

Os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 3C da cumarina isoescopoletina,
apresentados na Tabela 1, sdo concordantes com dados da literatura (Zhao et al., 2014; Liu et
al., 2007; El-Bassuony e Abdel-Hamid, 2006).
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Tabela 1. Dados de RMN de *H (300,06 MHz) e de *C (75,45 MHz), em CDCls, da cumarina
isoescopoletina.

No. dc SH (m, J em Hz) No. dc SH (m, J em Hz)
1 7 143,9
2 161,3 8 103,0 6,93 (sl)
3 1114 6,28 (d, 9,3) 9 150,2
4 143,2 7,61 (d, 9,3) 10 113,3
5 107,2 6,86 (sl) 11 56,3 3,96 (s)
6 149,6

A isoescopoletina, 6-hidroxi-7-metoxicumarina, foi isolada da fracdo acetato de etila
(FA-1). Liu et. al. (2007) a isolaram pela primeira vez, também, na fracdo EtOAc, a partir do
suco fermentado do fruto de noni. Os autores a descrevem como um pd branco amorfo, com
ponto de fusdo de 185 a 187°C, classificada como composto fendlico, derivado de cumarina,
resultante da demetilacdo de cumarina e, devido a sua forte atividade antioxidante, pode ser
empregada como um potencial sequestrante de radicais livres para evitar doencas relacionadas
a oxidacé&o.

As principais classes de metabdlitos isolados de noni incluem &cidos organicos
(octanoico e hexanoico) (Farine, Legal, Moreteau e Quere, 1996), alcoois, fenois,
antraquinonas, cumarinas, glicosideos, carotenoides, ésteres, flavonoides, iridoides, cetonas,
lactonas, lignanas, nucleosideos, terpenoides e esterdis. A maioria destes compostos tém sido
isolados e identificados com o auxilio de ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria
de massa e cromatografia gasosa (Pawlus, Su, Keller e Kinghorn, 2007).

Os principais compostos volateis presentes no estagio maduro (cor ambar claro) e
demasiadamente maduro (cor marrom escuro), correspondem ao acido octanoico (em torno de
70% do extrato total) e hexanoico (aproximadamente 8% do extrato total), sendo responsaveis
pelo odor pronunciado do fruto de noni (Pino, Méarquez, Quijano e Castro, 2010), conforme
notas de odor de Arctander (1969). No presente trabalho verificou-se a presenca de &cido
octanoico no fruto imaturo, mesmo sendo majoritario em frutos com maior grau de maturag&o.

Varios dos glicosideos isolados por Wei, Ho e Huang (2011), apresentaram &cidos
graxos hidrolisaveis, como o acido octanoico, acido hexanoico e alcool, como o 3-metil-3-
buteno-1-ol. Estes isolados, a partir de glicosideos de noni, incluem um éster de acido graxo de
trissacarideo, 2,6-di-O-(B-D-glucopiranosil)-1-Hexanoil- B-D-glucopiranosideo e dois ésteres

de &cidos graxos de dissacarideo, 6-O-(B-D-glucopiranosil)-1-O-hexanoil-D-glucopiranosideo
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e 6-O-(B-D-glucopiranosil)-1-O-octanoil-B-D-glucopiranosideo. Os ésteres de acidos graxos de
sacarideos sdo o0s precursores destes acidos e ésteres no fruto de noni. Eles também s&o os
principais contribuintes para o aroma do fruto maduro. Os autores identificaram trinta e trés
ésteres no suco de noni, mostrando que os ésteres de acidos octanoico e hexanoico sdo os esteres

majoritarios identificados.

3.2. Atividade Antiproliferativa

O extrato bruto etanodlico e as fragcdes acetato de etila e n-hexanica dos frutos de
Morinda citrifolia foram submetidos a avaliacdo da atividade antiproliferativa em culturas de
células tumorais humanas e na linhagem celular ndo tumoral humana HaCat (queratindcitos
imortalizados), utilizando como controle positivo a doxorrubicina, cujos resultados encontram-

se na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo necessaria para inibir em 50% o crescimento celular (ICso) de
linhagens tumorais e normal humanas tratadas com extrato e fragdes de frutos de Morinda
citrifolia

ICs0 (Mg mL™)

Tratamentos

U251 MCF-7 NCI-ADR/RES 786-0 NCI-H40 PC-3 OVCAR-03 K562 HaCat
Doxorrubicina <0,025 <0,025 <0,025 0,02782  0,02666 0,09014 <0,025 <0,025 0,15463
Extrato EtOH >250 >250 2,5 >250 >250 >250 <0,025 >250 >250
Fragdo n-Hex 24,7 9,0 3,7 25,2 1,6 25,0 0,59 3,5 23,3
Fracdo AcOEt 38,6 28,9 39,8 82,0 39,0 72,6 73 35,2 48,1

Linhagens tumorais humanas: U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovério, com fenétipo de
resisténcia a multiplos farmacos); 786-0 (rim); NCI-H40 (pulmao, tipo ndo pequenas células); PC-3 (préstata); o
= OVCAR-03 (ovério); K562 (leucemia). Linhagem ndo tumoral humana: HaCat (queratindcitos imortalizados).

O extrato bruto etandlico mostrou seletividade e foi ativo em concentracdes menores
que 0,025 pg mL?* para a linhagem OVCAR-03 (ovério), inibiu ainda em 50% a proliferacéo
da linhagem NCI-ADR/RES (ovéario com fendtipo de resisténcia a maltiplos farmacos) na
concentracio de 2,5 pg mL*, conforme Figura 3.

Candida et al. (2014) testaram o extrato etanolico de frutos de Morinda citrifolia,
mostrando que houve a diminuicdo da atividade celular com inibicdo de 45% da taxa de
proliferacdo celular da linhagem de melanoma B16-F10 na concentragio de 10 mg ml, tratadas
por 48h. Em contrapartida, o presente trabalho mostrou que concentragdes menores que 0,025
ug mL? inibem a proliferacéo celular da linhagem tumoral de ovario humano OVCAR-03, no

mesmo tempo de tratamento.



64

Hirazumi, Furusawa, Chou e Hokama (1996) e Hirazumi e Furusawa (1999)
identificaram no precipitado da fracdo etanolica do suco de noni, uma substancia rica em
polissacarideos composta por galactose, arabinose e ramnose, que apresentou efeito
imunomodulador e antitumoral contra carcinoma de pulmao.

No presente trabalho, a concentragdo 250 pg mL™ do extrato bruto etandlico ndo
apresentou efeito citostatico contra nenhuma das demais linhagens testadas. Thani, Vallisuta,
Siripong e Ruangwises (2010), utilizando extratos etandlico, aquoso e metanolico das folhas
frescas também néo observaram efeitos antiproliferativos significativos em todas as linhagens
celulares testadas: KB (carcinoma epidermoide humano), Hela (carcinoma cervival humano),
MCF-7 (carcinoma de mama humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e Vero
(célula de rim de macaco verde africano), com 1Cso de 103 a valores maiores que 600 pg mL™.

A fracdo n-hexanica apresentou efeito citostatico sobre todas as linhagens testadas,
com ICso de 0,59 a 25,2 ug mL* (Figura 4), evidenciando que é a fracdo mais bioativa, sendo
mais seletiva para a linhagem OVCAR-03 (ovario), seguida das linhagens: NCI-H40 (pulmao,
tipo ndo pequenas células); K562 (leucemia); NCI-ADR/RES (ovério com fenotipo de
resisténcia a multiplos farmacos) e MCF-7 (mama) que apresentaram atividade antiproliferativa
em concentracBes menores que 10 pg mL™*. Em concentragdes menores que 30 pg mL?, a
atividade citostética desta fracdo foi observada nas linhagens: U251 (glioma); PC-3 (prostata)
e 786-0 (rim). Concentrages superiores a 100 pug mL™ mostram efeito citocida sobre todas as
linhagens testadas.

A fracdo acetato de etila apresentou atividade citostatica contra todas as linhagens
testadas com 1Cso de 7,3 a 82,0 pg mL™, apresentando maior seletividade para a linhagem
OVCAR-03 (ovério), onde também apresentou atividade citocida, evidente na concentragéo de
250 pg mLt, mostrando ainda, leve efeito citocida para a linhagem MCF-7 (mama), conforme
Figura 5.

Nesta fracdo foi isolado a isoescopoletina, 6-hidroxi-7-metoxicumarina, identificada
pela primeira vez por Liu et al. (2007), também na fragdo EtOAcC, a partir do suco fermentado
do fruto de noni. A isoescopoletina inibe a proliferacdo de linhagens celulares de leucemia
(CCRF-CEM) e linhagem resistente a maltiplas drogas (CEM/ADR5000) com ICsode 2,6 a 4,6
MM, respectivamente (Adams, Efferth e Bauer, 2006) e a proliferacdo do virus da hepatite B
em sistemas celulares, nas concentragdes 4 a 100 pg mL™ (Li et. al., 2005). Portanto, pode-se
atribuir a esse composto majoritario, presente na fracdo EtOAc, conforme dados
cromatograficos preliminares, a atividade antiproliferativa seletiva e citocida encontrada contra
a linhagem OVCAR-03 e MCF-7.
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Além de extratos e fracbes do fruto, outras partes de Morinda citrifolia tém
demonstrado atividade antiproliferativa contra diversas linhagens antitumorais, como
demonstrado por Thani et al. (2010), que analisaram o efeito antiproliferativo do extrato
diclorometano de folhas frescas de noni, indicando melhor efeito contra células KB (carcinoma
epidermoide) e HelLa (carcinoma cervical), com ICso de 21,67 e 68,50 pg mL?,
respectivamente. Os autores ainda avaliaram o efeito antiproliferativo do extrato diclorometano
de folhas secas de noni, revelando ICsode 39,00 pg mL™ contra as células KB.

Tambem foi demonstrado por Wang et al. (2002), o efeito citotoxico do suco comercial
de Morinda citrifolia em linhagens celulares de leucemia, em vérias concentragdes, levando-as
a necrose. Além disso, foi observado o efeito sinérgico do suco com o agente antitumoral taxol,
aumentando sua eficiéncia quando administrado em conjunto com o suco, induzindo 100% das
linhagens de leucemia a apoptose, representando uma alternativa no tratamento de cancer.

O efeito sinérgico também foi evidente no estudo realizado por Gupta et al. (2013), no
qual o suco, em conjunto com o agente antitumoral cisplatina, induziu apoptose em linhagens
HeLa e SiHa de cancer de colo uterino, de forma mais eficiente, pelo aumento na producdo da
proteina p53.

Outra descoberta significativa foi observada no trabalho de Hiramatsu et al. (1993), no
qual houve inducdo da morfologia normal, em um tipo particular de célula encontrada em
neoplasias humanas que se multiplica desordenadamente e torna-se maligna. Segundo 0s
autores, essa inducdo ocorreu pela influéncia do damnacantal, antraquinona extraida a partir do

extrato cloroformico dos frutos de Morinda citrifolia.
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Doxorrubicina

100
75
—~
S
= ]
o]
S 25
m -
O
i=} 0
<=
<5}
£ -8 U251
S 254 —¥— MCF7
B NCVADR-RES
5 1 786-0
£ —@— NCI-H460
50 PC-3
—@— OVCAR-3
-@— K-562
75 4 —@— HaCaT
-100 +
T '0(')2”””l r e — —r
g g ,025 - 25
10° 107 10" %% qp° 25 10’

Concentragdo (ug mL™)

Figura 2. Porcentagem de crescimento celular das linhagens tumorais e normal humana, em
diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pg mL) da doxorrubicina (controle positivo).
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Figura 3. Porcentagem de crescimento celular das linhagens tumorais e normal humana, em
diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 pug mL™) do extrato bruto etandlico dos frutos de
Morinda citrifolia, apos 48 de exposicao.
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Fracéo n-hexanica
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Figura 4. Porcentagem de crescimento celular das linhagens tumorais e normal humana, em

diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug mL™) da fracdo n-hexanica dos frutos de
Morinda citrifolia, apds 48 de exposicao.
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Figura 5. Porcentagem de crescimento celular das linhagens tumorais e normal humana, em

diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25 e 250 ug mL™) da fracio acetato de etila dos frutos de
Morinda citrifolia, apds 48 de exposicao.
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4. Concluséo

Com base na comparagdo dos tratamentos com a linhagem de células ndo tumoral
humana, HaCat (queratindcitos imortalizados), ficou evidente para o extrato bruto etanolico
que as doses citostaticas sdo seletivas para a linhagem tumoral OVCAR-03 (ovario), ndo sendo
citotdxica inclusive para a linhagem celular normal HaCat, mesmo em concentracdes maiores,
assim como a fragdo acetato de etila. Contudo, a fracdo n-hexanica € citocida tanto para células
tumorais quanto células normais, porém é segura sendo utilizada em concentracGes de 25 g
mL1, pois nessa concentragdo ja apresenta efeitos antiproliferativos para todas as linhagens
testadas.

A partir do fracionamento por cromatografia de coluna foi possivel isolar a
isoescopoletina e, por essa apresentar-se como composto majoritario, com base na
cromatografia de camada delgada preliminar, pode-se atribuir a esse composto a acgdo
antiproliferativa.

Portanto, varios compostos tém sido identificados no fruto de noni, com potencial
antiproliferativo, podendo agir independentemente, sinergicamente a outros compostos
presentes nos extratos e/ou fraces, ou mesmo auxiliando a potencializacdo de quimioterapicos
tradicionais, como demonstrado por alguns estudos.

A quimiodiversidade presente no fruto de noni reflete nos diferentes motivos de agao
bioldgica, podendo ter multiplas vias de acdo no metabolismo celular, resultando na protecédo
bioldgica pela via de reparo, no controle da programacao genética ou mesmo na morte celular
programada e/ou modulacédo do sistema imunoldgico.

Baseado nos resultados apresentados no presente trabalho, concluimos que o extrato
bruto etandlico e as fraces acetato de etila e n-hexanica dos frutos de Morinda citrifolia sdo
fontes promissoras de compostos bioativos com potencial antiproliferativo em baixas

concentragoes.
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Description
Food Chemistry publishes original research papers dealing with the advancement of
the chemistry and biochemistry of foods or the analytical methods/ approach used. All papers

should focus on the novelty of the research carried out.

Topics include:

- Chemistry relating to major and minor components of food, their nutritional,
physiological, sensory, flavour and microbiological aspects;

- Bioactive constituents of foods, including antioxidants, phytochemicals, and
botanicals. Data must accompany sufficient discussion to demonstrate their relevance to food
and/or food chemistry;

- Chemical and biochemical composition and structure changes in molecules
induced by processing, distribution and domestic conditions;

- Effects of processing on the composition, quality and safety of foods, other
biobased materials, by-products, and processing wastes;

- Chemistry of food additives, contaminants, and other agro-chemicals, together
with their metabolism, toxicology and food fate.

Analytical papers related to the microbiological, sensory, nutritional, physiological,
authenticity and origin aspects of food. Papers should be primarily concerned with new or novel
methods (especially instrumental or rapid) provided adequate validation is described including
sufficient data from real samples to demonstrate robustness. Papers dealing with significant
improvements to existing methods, or data from application of existing methods to new foods,
or commodities produced in unreported geographical areas, will also be considered.

- Methods for the determination of both major and minor components of food
especially nutrients and non-nutrient bioactive compounds (with putative health benefits) will
be considered.

- Results of method inter-comparison studies and development of food reference
materials for use in the assay of food components;

- Methods concerned with the chemical forms in food, nutrient bioavailability and

nutritional status;
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- General authentication and origin [e.g. Country of Origin Labelling (COOL),
Protected Designation of Origin (PDO), Protected Geographical Indication (PGI), Certificate
of Specific Character (CSC)] determination of foods (both geographical and production
including commodity substitution, and verification of organic, biological and ecological
labelling) providing sufficient data from authentic samples should be included to ensure that
interpretations are meaningful.

Food Chemistry will not consider papers that focus on purely clinical or engineering
aspects without any contribution to chemistry; pharmaceutical or non-food herbal remedies; or
survey/surveillance data. Papers on therapeutic application of food compounds/isolates for
treatment, cure or prevention of human diseases will not be considered for inclusion in Food
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Original research papers; review articles; rapid communications; short communications;
viewpoints; letters to the Editor; book reviews.

1. Research papers - original full-length research papers which have not been
published previously, except in a preliminary form, and should not exceed 7,500 words
(including no more than 6 tables - additional tables and figures can be submitted as
supplementary material). Research papers should not contain more than 40 references.

2. Review articles - will be accepted in areas of topical interest, will normally focus
on literature published over the previous five years, and should not exceed 10,000 words
(including allowance for no more than 6 tables and illustrations). Review articles should not
contain more than 80 references.).

3. Rapid communications - an original research paper reporting a major scientific
result or finding with significant implications for the research community, designated by the
Editor.

4. Short communications - Short communications of up to 3000 words, describing
work that may be of a preliminary nature but which merits immediate publication. These papers
should not contain more than 30 references.

5. Viewpoints - Authors may submit viewpoints of about 1200 words on any subject
covered by the Aims and Scope.

6. Letters to the Editor - Letters are published from time to time on matters of topical
interest.

7. Book reviews.
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General: Manuscripts must be typewritten, double-spaced with wide margins. Each
page must be numbered, and lines must be consecutively numbered from the start to the end of
the manuscript.

Good quality printouts with a font size of 12 or 10 pt are required. The corresponding
author should be identified (include a Fax number and E-mail address). Full postal and email
addresses must be given for all co-authors. Authors should consult a recent issue of the journal
for style if possible. The Editors reserve the right to adjust style to certain standards of
uniformity. Authors should retain a copy of their manuscript since we cannot accept

responsibility for damage or loss of papers.

Article structure

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract,
Keywords, Main text, Acknowledgements, Appendix, References, Vitae, Figure Captions. Do
not import the Figures or Tables into your text, figures and tables should be submitted as
separate files. The corresponding author should be identified with an asterisk and footnote. All
other footnotes (except for table footnotes) should be identified with superscript Arabic
numbers. The title of the paper should unambiguously reflect its contents. Where the title

exceeds 70 characters a suggestion for an abbreviated running title should be given.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text. Any

subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the

authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
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affiliations with a lower case superscript letter immediately after the author's name and in front
of the appropriate address.

Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is
given and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

» Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’)
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually
did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are

used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should
be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in

the abstract itself. The abstract should not exceed 150 words.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable
file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5
bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI. Temperatures should

be given in degrees Celsius. The unit 'billion" is ambiguous and should not be used.
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Artwork
Electronic artwork
General points
« Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
» Embed the used fonts if the application provides that option.
« Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.
« Number the illustrations according to their sequence in the text.
» Use a logical naming convention for your artwork files.
 Provide captions to illustrations separately.
« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
« Submit each illustration as a separate file.
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format. Regardless of the
application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please
‘Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements
for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS (or PDF):
Vector drawings, embed all used fonts. TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs
(halftones), keep to a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white
pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations

bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

» Supply files that are too low in resolution;

« Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please insert the following text before the standard text - Photographs, charts and
diagrams are all to be referred to as "Figure(s)" and should be numbered consecutively in the

order to which they are referred. They should accompany the manuscript, but should not be
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included within the text. All illustrations should be clearly marked with the figure number and
the author's name. All figures are to have a caption. Captions should be supplied on a separate

sheet.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after
receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online
only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications that can arise by converting color
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit

in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols
and abbreviations used.
Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below
the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not

duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References
Citation in text
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice

versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
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personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'

implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Example: CTAHR (College of Tropical Agriculture and Human Resources, University
of Hawaii). Tea (Camellia sinensis) a New Crop for Hawaii, 2007. URL
http://www.ctahr.hawaii.edu/oc/freepubs/pdf/tea_04_07.pdf. Accessed 14.02.11.

Reference management software

Most Elsevier journals have a standard template available in key reference
management packages. This covers packages using the Citation Style Language, such as
Mendeley (http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and also others like
EndNote  (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and  Reference = Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to word processing packages which
are available from the above sites, authors only need to select the appropriate journal template
when preparing their article and the list of references and citations to these will be formatted
according to the journal style as described in this Guide. The process of including templates in
these packages is constantly ongoing. If the journal you are looking for does not have a template
available yet, please see the list of sample references and citations provided in this Guide to
help you format these according to the journal style.

If you manage your research with Mendeley Desktop, you can easily install the
reference style for this journal by clicking the link below:
http://open.mendeley.com/usecitation-style/food-chemistry. When preparing your manuscript,
you will then be able to select this style using the Mendeley plugins for Microsoft Word or
LibreOffice.

All publications cited in the text should be presented in a list of references following

the text of the manuscript. See Types of Paper for reference number limits. In the text refer to



80

the author's name (without initials) and year of publication (e.g. "Steventon, Donald and
Gladden (1994) studied the effects..." or "...similar to values reported by others (Anderson,
Douglas, Morrison & Weiping, 1990)..."). For 2-6 authors all authors are to be listed at first
citation. At subsequent citations use first author et al. When there are more than 6 authors, first
author et al. should be used throughout the text. The list of references should be arranged
alphabetically by authors' names and should be as full as possible, listing all authors, the full
title of articles and journals, publisher and year. The manuscript should be carefully checked to
ensure that the spelling of authors' names and dates are exactly the same in the text as in the

reference list.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American
Psychological Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be
ordered from http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept., P.O.B. 2710,
Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year
must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:
Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific

article. Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.

Reference to a book:
Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman,
(Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article.
In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). New
York: E-Publishing Inc.
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Resumo

Entre as plantas medicinais descobertas pelos antepassados da Polinésia, o noni, Morinda
citrifolia Linn. (Rubiaceae), vem sendo utilizado ha mais de dois mil anos pela tradicional
medicina popular da regido. Na farmacopeia, principalmente o fruto, folha e raiz, tém sido
utilizados para prevenir e curar varias doencas, além do cancer e sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, devido aos seus valores terapéuticos e nutricionais. Apesar das vantagens
terapéuticas, alguns constituintes de plantas apresentam efeitos potencialmente tdxicos,
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos. Assim, a investigacdo de plantas € relevante na
busca por drogas quimioterdpicas potenciais e como uma medida de seguranga para 0 Seu uso
pela populacdo. O presente trabalho avaliou o potencial citotdxico e genotdxico das fracdes
acetato de etila e n-hexanica do fruto de noni (2,5, 10, 25, 100, 250 e 500 ug mL™) em células
de hepatoma humano (HepGZ2) e a atividade antimutagénica da fracdo acetato de etila (2,5, 25
e 250 pg mLY), utilizando como pardmetros, os testes de sobrevivéncia associado a analise do
desenvolvimento vegetativo em Aspergillus nidulans. A fracdo acetato de etila ndo mostrou
efeito citotdxico, pelo ensaio MTT, nem genotoxico, pelo teste do cometa, em nenhuma das
concentracgdes testadas, indicando o uso seguro desta fracdo. Por outro lado, a fragdo n-hexanica
induziu a proliferacdo de células HepG2, apds 48 horas de exposi¢do e, mostrou efeito
genotoxico nas maiores concentracbes. A fracdo acetato de etila demonstrou efeito
antimutagénico em todas as concentracdes e pré-apoptético nas maiores. Os resultados
apresentados contribuem para a elucidacao dos efeitos citotdxicos e genotdxicos dessas fracdes
e na identificagdo preliminar de extratos complexos, com atividade protetora do material
genético, subsidiando a formulacdo de fitoterdpicos, profilaticos e futuros estudos de

identificacdo de compostos quimiopreventivos.

Palavras-chave
Ensaio do Cometa; Apoptose; Controle da Germinagdo; Quimioprevencao; Metabolitos

secundarios
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Abstract

The Morinda citrifolia Linn. (Rubiaceae), also known as noni, is a medicinal plant used by the
ancient inhabitants of the Polynesian Islands for more than two thousand years. The
pharmacopeia lists the fruit, leaves and roots as a cure and a prophylaxis for several diseases,
including cancer and acquired immunodeficiency syndrome, because of its therapeutic and
nutritional qualities. In spite of several therapeutic assets, certain qualities of the plant may be
potentially toxic, mutagenic, carcinogenic and teratogenic. An investigation on the plant is
relevant for potential chemotherapeutic drugs and as a safe measure for the populations that use
it as a medicine. Current thesis evaluated the cytotoxic and genotoxic potential of ethyl acetate
and n-hexane fractions of the fruit of the noni (2.5; 10, 25, 100, 250 and 500 pg mL*) on human
hepatoma cells (HepG2). It also assesses the antimutagenic activity of ethyl acetate (2.5, 25 and
250 ug mL1), using as parameters, on survival tests associated to an analysis on the vegetative
development of Aspergillus nidulans. The ethyl acetate fraction did not reveal any cytotoxic
effect by MTT, nor any genotoxic effect by the comet assay in any of the concentration under
analysis, which proved the safe use of the fraction. On the other hand, n-hexane fraction
triggered the proliferation of cells HepG2 after 48 hours of exposure and demonstrated
genotoxic effect in higher concentrations. The ethyl acetate fraction had an antimutagenic effect
in all concentrations and a pro-apoptotic effect in the highest ones. Results contribute towards
the elucidation on cytotoxic and genotoxic effects of the fractions and in the preliminary
identification of complex extracts with the protecting activity of genetic material. The plant
may be used in the preparation of phytotherapeutics and prophylactic medicines on the

identification of chemo-preventive compounds.

Keywords

Comet assay; Apoptosis; Control of Germination; Chemo-prevention; Secondary metabolites.
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Highlights

- A fracdo acetato de etila de noni ndo apresentou citogenotoxicidade, mas, efeito
antimutagénico em todas as concentracdes e pré-apoptotico, nas concentragdes 250 e 500
ng/mL;

- A fragdo n-hexanica de noni aumentou a viabilidade celular em baixas concentracgdes, sendo

genotdxica nas concentragdes 250 e 500 pug mL?;

- A fracdo acetato de etila € segura, quanto a toxicidade e danos no material genético, contudo,
a fracdo n-hexanica pode ser cautelosamente utilizada em concentrac6es limitrofes a 250 ug

mL1, sendo ambas fontes promissoras de quimiopreventivos.
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1. Introducgéo

As plantas com potencial medicinal tém sido amplamente empregadas no tratamento
de doencas na medicina popular [1]. Entre essas plantas, Morinda citrifolia Linn. (Rubiaceae),
conhecida como noni, € indicada no tratamento de inimeras doencas [2,3], além do cancer e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida [4,5]. Mais de 200 fitoquimicos tém sido isolados de
diferentes partes da planta de noni [6], sendo os compostos fendlicos, 0 maior grupo de
compostos bioativos do fruto [7].

E inegavel que as plantas fornecem uma rica fonte de compostos que constituem a base
para formulagdo de medicamentos que contribuem para a satde e sobrevivéncia humana [8].
No entanto, apesar das vantagens terapéuticas, alguns constituintes de plantas apresentam
efeitos potencialmente toxicos, carcinogénicos e teratogénicos [9-15]. Assim, a investigacdo de
plantas é relevante na busca por drogas quimioterapicas potentes e, como uma medida de
seguranca para o seu uso pela populagéo [16].

O ensaio do cometa é amplamente utilizado para avaliagdo da genotoxicidade [17],
pois quantifica lesdes primérias e potencialmente reversiveis no DNA, que podem se tornar
mutacdes, caso ndo sejam reparadas [18]. Este ensaio pode ser empregado para o screening de
compostos com potencial genotoxico desconhecido, para complementar testes de
genotoxicidade positiva in vitro [17].

Além disso, com a adicdo de enzimas lesdo-especifica como a glicosilase
formamidopirimidina (FPG), é possivel identificar se 0 DNA sofreu danos oxidativos. Essa
enzima tem a capacidade de quantificar purinas oxidadas, por meio da conversao dessas purinas
em quebras de cadeias simples (passiveis de identificacdo pelo ensaio do cometa), por meio da
excisdo de bases [19].

Além do ensaio do cometa, devido seu rapido crescimento e por possuir um sistema
genético bem caracterizado, vérias espécies de Aspergillus tém sido empregadas em estudos
sobre mutacdes, regulacdo génica e genotoxicidade [20], além de pesquisas sobre recombinacéo
génica, reparo de DNA, controle do ciclo celular, tubulinas, cromatina, nucleocinese,
patogénese, metabolismo [21] e genética do desenvolvimento [22,23].

Por possuir um sofisticado mecanismo de regulagdo da expressédo de genes que
coordenam a germinacgéo, sua analise € um instrumento de observacdo do efeito de diversos
fatores sobre os mecanismos de regulacéo da germinacao [24,25], constituindo uma alternativa
eficaz na triagem das atividades bioldgicas de agentes [26].

Ao longo do tempo, diversas partes da planta de noni tém sido amplamente utilizadas

na medicina popular na prevengéo ou cura de enfermidades [27]. No entanto, ensaios devem
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ser realizados a fim de atestar sua efetividade e auséncia de toxicidade de seus isolados e/ou
fragdes [6].

Tradicionalmente, o noni tem se destacado como uma potencial fonte de compostos e
fracdes de interesse biotecnoldgico e medicinal, ndo somente no tratamento e cura de doencas,
mas na promocao de homeostasia e qualidade de vida. Nesse Ultimo contexto, a literatura carece
de informacgbes com relacédo a atividade antimutagénica de compostos e extratos que previnam
lesGes que comprometam o material genético. Além disso, a citotoxicidade e genotoxicidade de
plantas com potencial medicinal, necessitam serem investigadas. Diante disso, 0 presente
trabalho teve por objetivos: avaliar o potencial citotdxico e genotoxico das fragdes acetato de
etila e n-hexanica do fruto de noni em células de hepatoma humano (HepG2); e a atividade
antimutagénica do extrato mais ativo biologicamente, acetato de etila, utilizando como
parametros, os testes de sobrevivéncia de conidios associado a andlise do desenvolvimento

vegetativo em Aspergillus nidulans.

2. Materiais e Métodos
2.1. Material vegetal

Frutos de Morinda citrifolia L. (Rubiaceae), em estagio imaturo, provenientes do sitio
Sao José, municipio de Urania, Sao Paulo, Brasil (20°15.375°S; 50°36.806°W, 460 metros de
altitude), foram coletados no verdo, em janeiro de 2014. O clima da regido é tropical com
estacdo seca (classificacdo climatica de Koppen-Geiger: Aw). Material testemunho foi
depositado no herbéario da Universidade Estadual de Maringa (HUM), Maringa, Parana, Brasil

sob nimero 28153.

2.2. Obtencao das fracoes

Os frutos frescos de Morinda citrifolia (6 kg), foram triturados em liquidificador
domestico e submetidos, inicialmente, a extracdo exaustiva com etanol absoluto (3 L) em
temperatura ambiente (28°C), por sete dias, seguido de filtragem. O extrato etandlico foi
particionado em n-hexano, 50 mL x 3 (3g) e acetato de etila, 50ml x 3 (2,59). Ambas as fracoes
foram combinadas, separadamente, e concentradas em evaporador rotativo a 40°C, para

eliminacdo dos solventes extratores.

2.3. Cultura de células
A linhagem celular de hepatocarcinoma (HepG2) foi obtida da Colecdo de Cultura

Tipo Americana (ATCC, n.° HB8065), que exibe funces tipicas de hepatocitos. As células
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foram mantidas em cultura semanalmente em meio DMEM-F12, contendo L-Glutamax e
tampédo HEPES (25 mM), suplementado com 15% de soro bovino fetal inativado pelo calor
(FBSi), 1% de penicilina/estreptomicina (1000 pg mL™* de penicilina e 10 mg mL* de
estreptomicina) e 1,5% de anfotericina B (0,25 mg mL™), a 37°C, 5% de CO,. O meio de cultura

celular e os suplementos foram obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

2.4. Avaliacdo da Citotoxicidade - Ensaio MTT

As células HepG2 foram mantidas em 96 pocos (1 x 10% por 24 horas. Para o
tratamento das células, amostras do extrato foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSQO) para
preparo da solucdo estoque e entdo, foram sequencialmente diluidas em PBS (Invitrogen).

As células foram expostas por 24 ou 48 horas as concentracdes de cada extrato de noni
(2,5a500 pg mL™1). O controle negativo constou apenas de meio de cultura. Apos a exposicao,
as células foram lavadas duas vezes com PBS e o ensaio MTT foi realizado de acordo com
métodos padronizados.

Resumidamente, 100 pL de solugdo MTT (Calbiochem) (0,5 mg mL™, concentracéo
final no meio de cultura), foram adicionados a cada cultura celular durante trés horas, a 37°C.
Células com metabolismo ativo sdo capazes de converter o tetrazolio amarelo MTT em cristais
de formazan purpura, que séo dissolvidos pela adicéo de 100 pL de DMSO durante 30 minutos,
sob agitacdo (apds remocao da solucdo de MTT).

A intensidade da coloracdo da solugédo foi quantificada por espectrofotbmetro, a 540
nm (filtro de referéncia 690 nm), utilizando um espectrofotdmetro Multiskan Ascent (Thermo
Labsystems, Waltham, MA, EUA). A viabilidade celular relativa, expressa como a
porcentagem de células viaveis, foi estimada como a razéo entre a média de absorbancia de
células tratadas e do controle, assumindo que a absorbancia média do controle negativo
representa 100% de viabilidade celular. Os resultados sdo expressos como o valor médio (+

DP) de trés ensaios independentes em cada condicéo de tratamento.

2.5. Avaliacdo da Genotoxicidade - Ensaio do cometa

As células HepG2 foram mantidas por 24 horas em pocos a uma densidade de 5 x 10*
células/pogo. As celulas foram entdo expostas por 24 horas a diferentes concentracGes de
extratos (2,5 a 500 pg mL™2). O controle positivo constou de 5 mM etil-metanossulfonato por 1

hora.
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O ensaio do cometa foi realizado segundo Collins [28], com modificacbes para
determinar o total de danos ao DNA [29]; o dano oxidativo ao DNA foi determinado pela adigéo
da enzima glicosilase formamidopirimidina (FPG), lesdo-especifica.

Apols o tempo de exposicdo, as suspensdes celulares recuperadas (cerca de 4000
células), foram embebidas em 120 pL de agarose 0,8% LMP e espalhadas em laminas
microscopicas, previamente revestidas com NMP agarose (1%), como quatro repeticdes de
silica (cerca de 10 mL cada). Apds solidificacdo do gel, as celulas foram imersas por 1 hora em
solucéo de lise a frio (2,5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA.2H20, 10 mM Tris, pH 10) a qual se
adicionou 10% de DMSO e 1% de Triton X-100 antes da utilizag&o.

As laminas foram entdo lavadas (2 x 10 minutos) com tampé&o de enzima (HEPES 40
nM, KCI 100 nM, EDTA 0,5 mM, BSA 0,2 mg mL™, pH 8) e os géis foram tratados com 7,5
mL de cada FPG (em tampé&o de enzima) ou apenas tampéo de enzima por 30 minutos, a 37°C.
Em seguida, as laminas foram colocadas em tampéo de eletroforese a frio (300 nM de NaOH,
Na2EDTA.2H20 1 mM, pH 13) por 40 minutos para permitir o desenrolamento do DNA e
aumentar a expressao de sitios alcalino-labeis. A eletroforese foi realizada durante 30 minutos
a 0,7 V cm?, 300 mA, 4°C. As laminas foram neutralizadas em PBS e colocadas para secar a
temperatura ambiente antes de realizar a coloragdo com brometo de etidio (0,06 ug puL™).

Para cada tratamento, 100 nucleoides randomicamente selecionados (50 de cada gel),
foram analisados utilizando microscépio de imagem epifluorescente - Axioplan 2, com camera
de alta resolucdo (Microscopio Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha).

A pontuacdo do cometa foi realizada com o software Imager 2.2 (MetaSystems,
Altlussheim, Alemanha). A porcentagem de DNA na cauda dos nucleoides foi registrada como
uma medida do total de quebra das cadeias de DNA. Dois ensaios foram realizados, cada um

com dois géis replicados por condicdo de tratamento.

2.6. Avaliacdo da Antimutagenicidade em Aspergillus nidulans

Para analise da atividade antimutagénica, foi empregada a fracdo mais ativa
biologicamente. Devido a polaridade do solvente empregado, acetato de etila, permitir a
extracdo de metabdlitos secundarios de maior bioatividade, os testes preliminares de
antimutagénese foram realizados com essa fracao, utilizando-se dois parametros: avaliacdo da

sobrevivéncia e analise da germinacdo de conidios de Aspergillus nidulans.
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2.6.1. Linhagem e meios de cultura

A linhagem utilizada foi a biAlmethG1 (biAl (1) requisito para biotina e methG1 (1V)
requisito para metionina), de conidios com coloragéo verde, crescimento e esporulacdo normal,
gentilmente cedida pela Universidade de Glasgow, Escécia. O crescimento da linhagem foi
feito em meio completo (MC) sélido, preparado conforme Pontecorvo et al. [24] e Clutterbuck
[30], incubada a 37°C por cinco dias.

2.6.2. Concentracgoes

A fragdo acetato de etila (EtOAc) dos frutos de noni, foram diluidas em DMSO para
obtengdo das concentragdes 2,5, 25 e 250 ug mL?. A padronizagio das concentragdes foi
determinada em ensaios de sobrevivéncia na linhagem bialmethG1 de Aspergillus nidulans,
com base nas concentracGes utilizadas em testes de atividade antiproliferativa em linhagens
celulares humanas normais e neoplasicas, adotadas pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas da Universidade de Campinas, Sdo Paulo - CPQBA-
UNICAMP.

2.6.3. Suspenséo de esporos e controles

Foram coletados conidios de colbnias de cinco dias cultivadas em meio completo
solido a 37°C em Tween 80 (0,01%) e, filtrados em 1a de vidro. Metade do volume do filtrado
foi submetido a irradiacido com luz UV por dez segundos (0,24 mJ/cm?). Para o controle
negativo, foi utilizada agua destilada; o controle positivo, também com agua destilada, foi

irradiado com luz UV.

2.6.4. Ensaio de sobrevivéncia

As suspensdes de conidios (<1000 x 10* conidios mL™), irradiados e néo irradiados,
foram tratadas com as diferentes concentracdes da fracdo EtOAc por duas horas e diluidos para
~1000 conidios mL™. Apds o tempo de tratamento, 100 uL de suspensdo de cada condigio
foram inoculados em dez placas de vidro (90x15 mm), contendo MC s6lido e incubadas a 37°C,
por 72h em camara de germinac&o tipo BOD, em delineamento de blocos casualizados com trés
repeticdes. Em seguida, foi realizada a contagem macroscépica das col6nias para a estimativa

de sobrevivéncia dos conidios irradiados e ndo irradiados.
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2.6.5. Ensaio de germinacdo: analise de conidios mortos e malformados

As suspensdes de conidios (=500 x 10* esporos mL™!) irradiados e ndo irradiados foram
inoculadas em MC liquido na presenca e auséncia de cada concentracéo da fracdo EtOAc (2,5;
25 e 250 pg mL?), ndo sendo necessario o emprego de diluigdes. Em seguida, 100 pL de
suspensdo de cada condicdo foram transferidas para laminas de microscopia em cadmara imida
e incubados a 37°C por sete horas.

Apds sete horas de incubacdo, trés laminas de cada condicdo, foram analisadas em
microscopio optico, com aumento final de 200x, por meio de captura de imagem (Canon EOS
Rebel 3TI), com adaptador SLR/DSLR NDPL-2 (2x), para microscépio binocular. Em cada
leitura foram analisados, randomicamente, 200 conidios e, calculadas as porcentagens de

conidios germinados, mortos e malformados.

2.6.6. Interpretacéo de resultados

No ensaio da germinacéo, a estimativa de sobrevivéncia considera vivos, 0s conidios
em botdo e germinados; e mortos, apenas o0s conidios dormentes e embebidos; a estimativa de
malformados, considera os conidios com morfologia e crescimento anormal do segundo tubo

de germinagéo (Figura 1).

Figura 1. Fases da germinacdo de conidios de A. nidulans e morfologia de malformados.
Aumento de 100x com adaptador SLR/DSLR NDPL-2 (2x). A. Dormente; B. Embebido; C.
Botdo; D e E. Germinados; F, G e H. Malformados.

A interpretados de resultados da analise de germinacdo de conidios de A. nidulans leva
em consideragdo duas situagdes: (1) andlise na auséncia de irradiagdo UV para mutacdo
esponténea e (2) anélise na presenca de irradiacdo UV para mutacdo induzida. Os resultados
podem ser interpretados conforme possibilidades mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1. Interpretacdo dos resultados da analise de germinacdo de conidios de A. nidulans.

Resultado Observado Indicacao
T n.° mortos ¢ mantém n.° de malformados Substéancia citotdxica
T n.° mortos e T n.° de malformados Substéancia citogenotdxica
T n.° mortos ¢ ¥ n.° de malformados Substancia pré-apoptética
J n.° mortos ¢ T n.° de malformados Substancia anti-apoptotica
4 n.° mortos e ¥ n.° de malformados Substancia pro-reparo

T = aumenta; 4 = diminui.

A analise dos conidios ndo irradiados indicara citotoxicidade, quando os valores
médios de sobrevivéncia forem menores do que o controle negativo e, mutagenicidade, quando
os valores médios de conidios malformados dos tratamentos, forem maiores que os encontrados
no controle negativo.

A protecdo da substancia teste é evidenciada quando os valores médios de
sobrevivéncia dos conidios irradiados em tratamento apresentarem resultados maiores que o
controle positivo (irradiado), se houver reparo e, resultados menores que o controle positivo, se
houver apoptose. Para isto, a média de malformados deve ser menor que a média do controle
irradiado.

Portanto, a substancia teste é considerada mutagénica, quando a média de conidios
malformados for superior a média do controle positivo, e antimutagénica, quando a média de
conidios malformados for inferior a média do controle positivo. Quando constatado, na analise
de conidios irradiados, uma diminuicéo da porcentagem de malformados e, concomitantemente,
um aumento na média de conidios mortos, em comparacdo com o controle positivo, hd um

indicativo de que a substancia teste é pro-apoptotica.

2.7. Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados de citotoxicidade e genotoxicidade foi realizada
utilizando o software SPSS - Statistics 20.0. A normalidade dos dados e homogeneidade das
variancias foram testadas através dos testes Shapiro-Wilk’s e Levene’s, respectivamente.
Ambos resultados foram analisados por meio de ANOVA (one-way) e, quando pertinente, pelo
teste de Tukey. Os resultados dos ensaios de sobrevivéncia e germinacdo foram submetidos a
comparacdo de medias, utilizando como referéncia o erro padrdo da média (EPM), conforme

Graveter e Wallnau [31] e analisados por meio de ANOVA (one-way).
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3. Resultados e Discussao
3.1. Avaliacéo da citotoxicidade

Ap0s 24 horas de exposicdo a fracdo acetato de etila de noni, a viabilidade celular foi
levemente diminuida, de forma constante, atingindo 74% dos valores do controle na maior
concentracéo testada (500 pug mL™). Apds 48 horas, um aumento moderado na viabilidade
celular foi observado na concentragdo 2,5 pg mL, diminuindo nitidamente nas concentracdes
maiores que 25 pg mL™ (Tabela 2 e Figura 2). Contudo, nfo houve diminuicio estatisticamente
significativa, da viabilidade celular, independentemente do periodo de exposicdo (24 ou 48
horas).

Tabela 2. Porcentagem de células HepG2 vivas (viabilidade relativa) (médiaxDP) em resposta
ao tratamento com as concentracdes da fracdo acetato de etila de noni.

Viabilidade + DP (%)

Concentragéo da fracdo (ug mL™)

24h 48h
0 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
2,5 87,62 +9,79 111,00 + 24,02
10 90,27 £ 17,99 113,77 + 31,18
25 93,55 + 10,83 122,98 + 42,69
100 74,09 + 1,68 90,41+ 17,03
250 75,19+ 11,54 73,71 £ 24,58
500 75,93 + 16,08 58,40 + 12,68
SDS 0,1% 7,18+1,21 5,39+1,14
200 -
180 - —o—24h
a8h
160 -
140 - [
10 |
£ 100 o T
3 80 - j |
S
| T
]
40 -
20 -
0 T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Concentracdo (g mL1)

Figura 2. Porcentagem de celulas HepG2 vivas (viabilidade relativa) (médiatDP) em resposta
ao tratamento com as concentracgdes da fragéo acetato de etila de noni.
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Apo6s 24 horas de exposicdo das células a fracdo n-hexanica de noni, a viabilidade
celular ndo variou, quando comparado aos valores do controle. Apds 48 horas, a viabilidade das
células expostas aumentou em baixa concentracdo, permanecendo constante nos valores de
120-130% para concentracdes acima de 25 pug mL™* (Tabela 3 e Figura 3). Um Unico dado, a
100 pg mL? (24 horas de exposicdo), foi significativamente diferente do controle (ANOVA
one-way, com o teste de Tukey, p<0,05).

Tabela 3. Porcentagem de células HepG2 vivas (viabilidade relativa) (médiatDP) em resposta
ao tratamento com as concentragdes da fracdo n-hexanica de noni.

Viabilidade + DP (%)

Concentracéo da fracdo (ug mL™)

24h 48h

0 100,00 + 0.00 100.00 + 0.00
2,5 85,47 +11.63 118.25 + 22.93
10 85,59 + 4.85 116.02 +17.81
25 88,29 + 7.88 135.53 +52.73
100 79,10* +4.20 128.15 + 31.47
250 94,93 +1.89 135.98 + 46.20
500 101,50 +5.72 125.04 + 40.73

SDS 0,1% 7,18+ 1.21 5.55+0.99

*Significativamente diferente do controle (ANOVA one-way, com teste de Tukey, p<0,05).

200 —o—24h

180 - T 48h
160 -

140 - [
120 P \
100 l

80

ke

Viabilidade (%)

60
40
20

0 T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Concentracao (ug mL1)

Figura 3. Porcentagem de células HepG2 vivas (viabilidade relativa) (médiaxDP) em resposta
ao tratamento com as concentracdes da fracdo n-hexanica de noni. *Significativamente
diferente do controle (ANOVA, one-way, com teste de Tukey, p<0,05).
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3.1. Avaliacao da genotoxicidade
Similarmente aos resultados obtidos na avaliacdo de citotoxicidade, o ensaio do
cometa também ndo revelou nenhum indicio de genotoxicidade para a fragdo acetato de etila de

noni em células HepG2 (Tabela 4 e Figura 4).

Tabela 4. Porcentagem de DNA na cauda dos nucleoides no ensaio do cometa em células
HepG2 (médiatDP) em resposta ao tratamento com as concentracfes da fracdo acetato de etila
de noni.

DNA em cauda £+ DP (%)

Concentragéo da fragdo (ug mL™)

Sem FPG Com FPG
0 6,80 £ 1,57 7,34 + 2,58
2,5 8,28 + 3,37 7,93+ 2,86
10 7,81 +257 7,34 +£1,95
25 6,51+ 1,96 7,42 + 0,64
100 9,14 +4,12 5,31 +2,09
250 7,89+ 2,85 8,13+ 2,15
500 8,92+ 2,86 8,09+ 2,00
EMS 5 mM 30,99 + 2,49 36,27 + 7,02
40,00 -
—e— Com FPG
35,00 -
Sem FPG
30,00 -

DNA na cauda (%)
= N N
o1 o o1
o o o
o o o

1000 1 /;\ i 1
'J.\I' —_J[ 1

5,00 i

0,00 T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Concentracéo (ug mL1)

o

Figura 4. Porcentagem de DNA na cauda dos nucleoides no ensaio do cometa em células
HepG2 (médiatDP) em resposta ao tratamento com as concentracfes da fracdo acetato de etila
de noni.
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A fracdo n-hexanica de noni, por outro lado, foi capaz de induzir um aumento
estatisticamente significativo no nivel de danos ao DNA (Tabela 5 e Figuras 5 e 6) nas duas
maiores concentragdes testadas (250 e 500 pg mL™). A inducio de danos oxidativos a0 DNA
ndo foi observada, dado que o tratamento com FPG ndo aumentou o nivel de danos no DNA

nessas concentragoes.

Tabela 5. Porcentagem de DNA na cauda dos nucleoides no ensaio do cometa em células
HepG2 (média£DP) em resposta ao tratamento com as concentracfes da fracdo n-hexanica de
noni.

DNA na cauda = DP (%)

Concentragéo da fragdo (ug mL™)

Sem FPG Com FPG

0 9,07 £ 3,27 9,33+4,19

2,5 8,82 +1,52 10,9 +4,37
10 7,26 £+1,81 11,31 +5,54
25 8,85+272 15,24 + 5,07
100 13,5+ 3,95 12,49+ 2,84
250 21,73*+9,1 19,45 + 4,17
500 29,28* £ 9,01 28,04* + 9,71
EMS 5 mM 30,99 + 2,49 36,27 + 7,02

*Significativamente diferente do controle (ANOVA e Tukey, p<0,05).

40 - —+— ComFPG  *£

35 Sem FPG

30 -

25 -

-] i

10 - 1

DNA na cauda (%)

5

O T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Concentracéo (ug mL1)

o

Figura 5. Porcentagem de DNA na cauda dos nucleoides no ensaio do cometa em células
HepG2 (média£DP) em resposta ao tratamento com as concentragdes da fragdo n-hexanica de
noni. * e £: significativamente diferente do controle apds 24 e 48 horas de exposicao,
respectivamente (ANOVA com Tukey, p <0,05).
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A

Figura 6. Microfotografias representativas do ensaio do cometa (aumento 200x). A: controle
negativo; B: imagem do cometa mostrando a fragmentacdo do DNA em cauda (fracdo n-
hexanica, 500 pg mL™).

A auséncia de citotoxicidade e genotoxicidade também foi apresentada por outros
trabalhos. Westendorf et al. [32], ndo identificaram hepatotoxicidade, genotoxicidade ou
presenca de antraquinonas genotdxicas do extrato do suco de noni, preparado com acetato de
etila. Semelhantemente West, Su e Jensen [33], verificaram que o fruto de noni sem sementes,
também ndo diminui a viabilidade de células HepG2, além de ndo ter sido observado toxicidade
e nenhum outro efeito adverso. O extrato aquoso de sementes de noni também ndo mostrou

efeito toxico, citotoxico, nem causaram danos primarios no DNA, segundo West et al. [34].

3.1. Avaliacdo da antimutagenicidade
3.1.1. Anélise de sobrevivéncia

Conforme resultados apresentados na Tabela 6 e Figura 7, houve uma pequena
diminuicdo da viabilidade em resposta as concentragbes 25 e 250 pug mL?. Embora
estatisticamente ndo significativos, estes nimeros indicam uma discreta inducdo a morte dos
conidios tratados. Esta anélise isoladamente ndo define tratar-se de citotoxicidade, que seria um
efeito negativo da substancia-teste ou de inducdo a apoptose, que seria um efeito positivo se
matasse seletivamente conidios com danos genéticos.

Um resultado inesperado foi 0 aumento da viabilidade observado no controle DMSO,
utilizado como solvente da fracdo acetato de etila. Este aspecto protetor poderia justificar o
aumento da viabilidade da concentracdo 2,5 ug mL™, na qual a quantidade de frago acetato de
etila seria insuficiente para induzir a morte como ocorreu nas concentragdes maiores, no qual o
efeito protetor do DMSO foi superado pelo efeito pré-morte da fracdo em teste.

O DMSO ¢ um solvente crioprotetor utilizado usualmente em culturas de diversos
tipos celulares de bacteérias a células humanas, quando estocadas em baixissimas temperaturas,
protegendo de diversas formas as células, preservando sua integridade e viabilidade para

culturas futuras [35].
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Um dos efeitos protetores, hoje ja identificados, é a inibicao da inducéo a apoptose nas
condicBes desfavoraveis das baixissimas temperaturas [36]. Sendo assim, considerando esta
propriedade do DMSO, esta interpretacdo dos resultados da sobrevivéncia poderia ser
justificada.

Nos tratamentos com conidios irradiados, observou-se uma reducdo muito grande da
sobrevivéncia, embora ndo significativa, apos tratamento com fracdo acetato de etila (25 e 250
ug mL1), em relagdo ao controle positivo. Esse aumento muito acentuado, quando comparado
ao grupo ndo irradiado, corrobora a hipGtese de apoptose, pois nesse grupo temos_danos
genéticos previamente obtidos pela exposicdo a UV, que justificam um efeito mais ostensivo
de um sistema protetor pro-apoptose. Neste grupo, repetiu-se o efeito protetor do DMSO na
concentracdo 2,5 da fracdo, corroborando também, a interpretacéo feita para os resultados do

grupo nao irradiado.

Tabela 6. Média do nimero de coldnias por placa de A. nidulans, a partir de conidios irradiados
e ndo irradiados com UV (médiatEPM), seguido de tratamento com as diferentes concentracdes
da fracdo acetato de etila de noni.

Viabilidade + EPM

Concentracéo da fragdo (ug mL™)

nao irradiado irradiado

0 799+149 30,5+5,8

2,5 91,0+6,1 429+114

25 759+7,7 17,2+3,2

250 71,7+ 16,0 17,1+23

DMSO 0,7% 90,4 +6,1 -
100,0
S 90
= 80,0
S 700
@ 60,0
S 50,0
S 40,0
3 300
2200
S 100 - .
0,0
Controle  Controle [2,5] [25] [250] Controle [2,5]UV [25] UV [250] UV
Agua DMSO uv

Figura 7. Média do numero de col6nias por placa de A. nidulans, com conidios irradiados e
ndo irradiados com UV, seguido de tratamento com as diferentes concentragbes da fracéo
acetato de etila de noni.
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3.1.2. Estimativa de mortos e malformados

Ap0s 7 horas de exposicdo a fracdo acetato de etila de noni, assim como no teste de
sobrevivéncia, no grupo ndo irradiado foi observado um aumento na morte de conidios nas
concentracdes de 25 e 250 pug mL?, em relagdo ao controle negativo, embora somente o
primeiro tenha sido estatisticamente significativo. Neste grupo, da mesma forma que ocorreu
na analise de sobrevivéncia, a concentragdo de 2,5 ug mL* e o controle DMSO promoveram
uma diminuicdo do nimero de conidios mortos, embora com resultados ndo significativos,
conforme observa-se na Tabela 7 e Figura 8.

Corroborando os resultados do teste macroscopico de sobrevivéncia, no grupo
irradiado houve um aumento significativo da morte de conidios nas concentracGes 25 e 250 g
mL™, em relagdo ao controle positivo. Da mesma forma, na concentragdo 2,5 pg mL™* houve
diminuicdo estatisticamente significativa de mortos, provavelmente motivada pelo efeito
protetor do DMSO (ANOVA one-way, p<0,05).

Tabela 7. Porcentagem de conidios mortos de A. nidulans irradiados e ndo irradiados com UV
(médiaxtEPM), seguido de tratamento com as diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila
de noni.

Mortalidade + EPM (%)

Concentragéo da fragdo (ug mL™)

néo irradiado irradiado

0 9,8+0,9 312+14

2,5 9,0+£3,0 23,7+ 0,8

25 142*+1,0 42,2* + 1,6

250 11,2+0,9 39,8*+ 2,2

DMSO 0,5% 10,0+1,1 -
*Significativamente diferente dos controles (ANOVA one-way, p<0,05).
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Figura 8. Porcentagem de conidios mortos de A. nidulans, irradiados e ndo irradiados com
UV, seguido de tratamento com as diferentes concentragdes da fracdo acetato de etila de noni.
*Significativamente diferente dos controles (ANOVA one-way, p<0,05).
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A estimativa de conidios malformados, apds 7 horas de exposicao a fracdo acetato de
etila de noni, mostrou uma diminuicdo da média de conidios malformados em relacdo ao
controle no grupo néo irradiado, embora o Unico dado estatisticamente significativo foi
observado na concentragéo de 2,5 ug mL?, em que o nimero de malformados é 64% menor
que o encontrado no controle negativo.

Uma significativa redugdo do nimero médio de conidios malformados também foi
observada nos tratamentos, apos irradiacdo com ultravioleta, sendo a concentracdo de 25 pg
mL1, a mais bioativa, com reducio de 62,74% em relagio ao controle positivo, seguida das

concentragdes 250 e 2,5 ug mL™ (54,9 e 45,1%), conforme dados da Tabela 8 e Figura 9.

Tabela 8. Porcentagem de conidios malformados de A. nidulans irradiados e nédo irradiados
com UV (médiazEPM) seguido de exposicdo as concentracdes da fracdo acetato de etila de
noni.

Malformacdo £ EPM (%)

Concentracéo da fragdo (ug mL™)

nao irradiado irradiado

0 25%0,3 51+0,3

2,5 0,9*+0,5 2,8%+0,3

25 1,1+0,6 1,9%+0,3

250 1,4+0,3 2,3*+ 0,6
DMSO 0,5% 1,9+0,3 -

*Significativamente diferente dos controles (ANOVA one-way, p<0,05).
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Figura 9. Porcentagem de conidios malformados de A. nidulans, irradiados e ndo irradiados
com UV, seguido de exposicéo as diferentes concentracdes da fracdo acetato de etila de noni.
*Significativamente diferente dos controles (ANOVA one-way, p<0,05).
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Substancias como o damnacantal, uma antraquinona isolada da fragéo cloroférmica de
Morinda citrifolia apresenta acdo pro-apoptoética descrita por Kamata et al. [37]. A literatura,
tem mostrado ainda, sua atividade antifungica contra Candida albicans, o que explicaria a
diminuicdo de col6nias e 0 aumento de conidios mortos nos ensaios em que os conidios foram
previamente irradiados, caso esse composto esteja presente nessa fragdo. Hiramatsu et al. [41],
verificaram uma inducao da morfologia normal, em um tipo particular de célula encontrada em
neoplasias humanas que se multiplica desordenadamente e torna-se maligna. Segundo 0s
autores, essa inducéo ocorreu pela influéncia do damnacantal.

A escopoletina, 7-hidroxi-6-metoxicumarina, um derivado de cumarina, constitui um
dos compostos mais representativos do noni [38]. Sua atividade farmacoldgica envolve a
antiproliferativa, por meio da inducéo de apoptose em células tumorais [39], e induz a autofagia,
pela ativacdo da proteina p53, em fibroblastos de pulméo humano [40]. Esta acdo justificaria a
apoptose como fator de eliminacdo, eliminando seletivamente os conidios comprometidos
geneticamente.

Véarios outros compostos presentes no fruto de noni, possuem atividade
antiproliferativa como a escopoletina, mencionada anteriormente, e a isoescopoletina, 6-
hidroxi-7-metoxicumarina, presente na fragdo acetato de etila do fruto de noni [42], que inibe
a proliferacdo de linhagens celulares de leucemia (CCRF-CEM) e linhagem resistente a
multiplas drogas (CEM/ADR5000) [43] e a proliferagcdo do virus da hepatite B em sistemas
celulares [44]. Além disso, a isoescoletina, devido a sua forte atividade antioxidante, pode ser
empregada como um potencial sequestrante de radicais livres para evitar doencas relacionadas
a oxidacdo [42].

Os radicais livres sdo responsaveis por diversos danos oxidativos as células, inclusive
danos no DNA, podendo ocasionar o cancer. A propriedade antioxidante dos extratos
metanolico e acetato de etila de noni foi avaliada por Mohd, Abdul-Hamid e Osman [45]. Os
autores descobriram que os extratos apresentaram forte oxidacdo, comparado ao alfa-tocoferol,
demonstrando potencial antioxidante quase trés vezes maior que o do &cido ascérbico, tendo
praticamente a mesma magnitude que o pé de semente de uva.

A atividade antimutagénica do suco comercial de noni, foi verificada por Franchi, et.
al. [46], contra lesbes induzidas por mitomicina C e doxorrubicina, pelo teste de mutacao
somatica e recombinacdo (SMART) em Drosophila melanogaster, mostrando que 0 suco
apresentou efeito antimutagénico e antirrecombinagénico, dose-dependente, que segundo 0s
autores, pode ser atribuida a forte atividade antioxidante e/ou neutralizadora de radicais livres

do suco comercial de noni.
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4. Concluséao

Os resultados do presente trabalho evidenciam que a fracdo acetato de etila nédo
apresentou efeito citotoxico ou genotdxico nas condigdes e tempos de tratamento empregados.
Por outro lado, a fragdo n-hexanica é capaz de induzir a proliferacéo de células HepG2, ap6s
48 horas de exposicao e, possui efeito genotdxico nas maiores concentracdes testadas.

O ensaio de antimutagenicidade, corroborou atraves de seus parametros em células
eucaridticas de Aspergillus nidulans, que a fracdo acetato de etila ndo é citotoxica ou
genotoxica. Por outro lado, apresentou efeito pro-reparo, ao diminuir significativamente o
namero de malformados na menor concentracdo em que houve reducdo de mortos e efeito pro-
apoptdtico nas demais concentragfes, aumentando significativamente o nimero de mortos e
diminuindo o nimero de malformados, frente ao controle positivo.

Os resultados apresentados contribuem para a elucidacdo dos efeitos citotdxicos e
genotdxicos dessas fragdes e, na identificacdo preliminar de extratos complexos com atividade
protetora do material genético, subsidiando a formulacdo de fitoterapicos e profilaticos e,

futuros estudos de identificacdo de compostos quimiopreventivos.
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discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,

which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in
a subsequent appendix, Eg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

+ Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors'
affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations
with a lowercase superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address.

Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if

available, the e-mail address of each author.
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 Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is
given and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address’ (or 'Permanent address') may
be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did
the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are

used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should
be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or
uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first

mention in the abstract itself. The abstract should be up to 300 words of size.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more
attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the
article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system.
Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen
resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable
file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5
bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See

http://www.elsevier.com/highlights for examples.
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Keywords

Immediately after the abstract, provide between 3 to 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,
"and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field

may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on
the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of

abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing

language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Artwork
Electronic artwork
General points
» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
* Embed the used fonts if the application provides that option.
* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.
* Use a logical naming convention for your artwork files.
* Provide captions to illustrations separately.
* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

 Submit each illustration as a separate file.
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Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note
the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below): EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts. TIFF (or JPEG): Color or
grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPEG): Bitmapped
(pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG):
Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQ); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) and in the
printed version (unless you specify otherwise). Please indicate your preference for color: in
print and on the Web, or on the Web only.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to 'gray scale’ (for the printed version should you not opt for color in print) please submit
in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols

and abbreviations used.
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Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below
the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not

duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results
and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned
in the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication’. Citation of a reference as 'in press'

implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the
references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year
and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they

may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the

reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.
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Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume and
issue/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The
reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the
proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.
If you do wish to format the references yourself they should be arranged according to the

following examples:

Reference style
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
Example: '...as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result...’
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in

which they appear in the text.

Examples:
Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article,
J. Sci. Commun. 163 (2010) 51-59.

Reference to a book:
[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article,
in: B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New
York, 2009, pp. 281-304.



