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RESUMO

Neoplasias e infecgdes bacterianas representam graves enfermidades que afetam
grande parcela da populagdo mundial. Apesar dos tratamentos preconizados a base de
quimioterapicos e antibidticos, respectivamente, novas alternativas de tratamento, em
particular a base de metabdlitos secundarios obtidos de plantas medicinais representam
opcdes de terapias mais acessiveis, menos agressivas e eficientes. Diante disto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o possivel efeito antitumoral e antibacteriano dos extratos
fendlico e oleoso obtidos dos frutos de Morinda citrifolia. Para a avaliacdo antitumoral foram
utilizados 22 camundongos sui¢cos machos e adultos, onde foram inoculadas 103cel/mL do
Tumor de Erhlich na regido peritoneal (tumor ascitico). Os animais foram tratados por 7 dias,
pela técnica de gavagem, com os extratos da fracdo oleosa, fendlica e também com os
veiculos aquoso e aquoso com tensoativo, e apos a eutanasia, foi obtido o lavado de células
tumorais que foram contadas em camara de Neubauer. Para determinagdo da atividade
antibacteriana, foram realizadas as técnicas de CIM e CBM. Os resultados do teste
antitumoral in vivo evidenciaram aumento significativo de células tumorais nos grupos
tratados com a fracdo fendlica (p=0,025) e oleosa (p=0,003), no entanto, o veiculo contendo o
tensoativo Tween 80 reduziu de forma significativa (p= 0,021) as células tumorais em
comparacdo ao grupo contendo somente agua destilada. Em relagéo a avaliacdo bacteriana, os
extratos etanolico (compostos fendlicos) e etéreo (6leos essenciais) do fruto de Morinda
citrifolia, ndo foram efetivos frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus. Apresentando CIM/CBM é igual a 1250pg/mL no caso do extrato
fendlico e CIM igual a 1,45% e CBM igual a 2,9% no caso de Gleo essencial frente a
Streptococcus pyogenes. Notou-se ainda que os controles realizados demonstraram que 0s
testes foram validos. Novos estudos devem ser realizados para evidenciar os resultados aqui
expostos.

Palavras-chave: Morinda citrifolia. Tumor Ascitico de Erhlich. Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Cancer and bacterial infections represent serious illnesses that affect large portion of
the world population. Although the basis for recommended treatment chemotherapeutics and
antibiotics, respectively, new treatment options, in particular the basis of secondary
metabolites derived from medicinal plants account for more options available therapies, less
aggressive and efficient. Hence, the present study aimed to evaluate the possible antitumor
and antibacterial effect of phenolic and oily extracts of the fruits of Morinda citrifolia. For
antitumor evaluation were used 22 male adult Swiss mice, which were inoculated 103cel / mL
Erhlich tumor in the peritoneal region (ascites tumor). The animals were treated for 7 days by
gavage technique, extracts the oil fraction and also with phenolic aqueous surfactant and
aqueous vehicles, and after euthanasia was obtained the washing of tumor cells were counted
in chamber Neubauer. To determine the antibacterial activity, the techniques of MIC and
MBC were performed. The results of the in vivo antitumor test indicated a significant increase
of tumor cells in groups treated with the phenolic fraction (p = 0.025) and oil (p = 0.003),
however, the carrier containing the surfactant Tween 80 significantly reduced (P = 0.021)
tumor cells compared to the group containing only distilled water. Regarding the bacterial
assessment ethanolic (phenolics) and ether (essential oils) from Morinda citrifolia fruit, were
not effective against Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.
Introducing CIM / CBM is equal to 1250pug / mL in the case of the phenolic extract and CIM
equal to 1.45% and CBM equal to 2.9% for essential oil front Streptococcus pyogenes. It was
also noted that the controls performed showed that the tests were valid. Further studies should
be conducted to highlight the results herein.

Keywords: Morinda citrifolia. Erhlich ascites tumor. Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

Neoplasias ou cancer € o nome dado a um extenso conjunto de mais de 250 doencas
que tem em comum o crescimento celular ndo organizado de forma maligna, onde essas
células séo capazes de invadirem os tecidos e 6rgdos, espalhando-se em metastase para outros
locais do corpo. Essas células possuem a tendéncia de serem agressivas e ndo terem controle
sobre elas, 0 que se determina na formagéo de tumores ou neoplasias malignas. Ao contrario,
uma massa localizada de células, cuja multiplicacdo se da vagarosamente e pode-se dizer ser
parecida com o tecido de origem, é chamada de tumor benigno. (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER - INCA, 2014).

Em paises desenvolvidos e em desenvolvimento o cancer representa um grande
problema de satde publica, sendo responséavel por mais de seis milhdes de 6bitos a cada ano,
representando cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo. Em média, dos dez
milhGes de casos novos anuais de cancer, cinco milhdes e meio sdo diagnosticados nos paises
em desenvolvimento. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer e da Organizagdo Mundial
da Salde (OMS) a incidéncia de o cancer continuard aumentando nos paises em
desenvolvimento e crescerd ainda mais em paises desenvolvidos. Nesses, os tipos de cancer
mais frequentes na populacdo masculina foram prostata, pulméo, colon e reto e entre as
mulheres foi o de mama. Nos paises em desenvolvimento, os trés canceres mais frequentes
em homens foram pulméo, estdmago e figado; e mama, colo do Gtero e pulm&o nas mulheres.
Em 2030, a carga global sera de 21,4 milhGes de novos casos de cancer e 13,2 milhdes de
mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da populagdo.
(INCA, 2014).

A quimioterapia representa uma das principais formas de tratamento do cancer
destacada pelo INCA (2014), cujo fundamento baseia-se em utilizar medicamentos que
destroem as células doentes que formam o tumor. S&o utilizados vérios tipos de
medicamentos a cada vez que o paciente recebe o quimioterapico, pelo fato dos mesmos
agirem de formas diferentes no corpo humano. Os farmacos séo levados pelo o sangue a todas
as partes do corpo, destruindo células doentes que estdo formando o tumor e impede
simultaneamente que o0 mesmo se espalhe.

A radioterapia, que € outra forma amplamente empregada para tratar o cancer, utiliza
raios de alta energia para destruir células tumorais. Segundo Frasson e Zerwes (2004),

existem trés formas de radioterapicos: os chamados de Radioterapia externa, onde 0s
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equipamentos, liberando energia, indo diretamente para a mama (cancer no qual era
mensurado por eles), a partir de feixe externo, fazendo que ndo tenha contato mecanico direto;
radioterapia com implante, qual mensuram que a radiagdo provem de um material radioativo,
disposto de dentro de tubos pléasticos inserindo assim diretamente na mama. Para que esse tipo
de radioterapia aconteca, o paciente estard hospitalizado, pois esse implante fica for varios
dias e assim que ele recebe a informacdo que tera alta hospitalar, o implante é retirado. Outro
tipo de radioterapia mencionada é a chamada radioterapia intra-operatoria, que é a fonte da
radiacdo se direciona diretamente para o leito tumoral e apds o tumor ser removido, ainda na
cirurgia. Ocorre um tratamento do tecido tumoral adjacente ao tumor ressecado, e atraves de
um colimador, o feixe de energia é direcionado. Esse colimador delimita a area a ser
irradiada, pois fica em contato direto com o tecido mamério. Afastadores especiais protegem a
pele do campo de irradiacdo. Esse procedimento é feito durante a extirpacéo do tumor e sua
duragdo e de poucos minutos. Uma técnica nova que foi desenvolvida no Instituto Europeu de
Oncologia em Mildo, e outros paises estdo estudando essa técnica para implante em seus
pacientes.

A cada dia surgem novas pesquisas e metodos para tentar combater o céncer de
maneira menos invasiva com facilidades em manuseios, 0 que gera um custo/beneficio para
quem o utiliza. As plantas medicinais sdo alvos de vérias pesquisas e pode-se verificar que
estdo cada vez mais surtindo resultados positivos, pois plantas que s&o consideradas
medicinais, possuem principios ativos que sdo responsaveis pelo efeito curativo.
(JANEWAY; WALPORT; SHLOMCHIK, 2002 citado por BREHMER, 2005).

Em relagdo a oncologia experimental, o Tumor de Ehrlich tem sido uma opgao para
realizacdo de testes e avaliacdo de extratos e outros componentes com possivel efeito
antitumoral.  Este tumor foi descrito por Ehrlich e Apolant em 1905, como um
adenocarcinoma mamadrio de camundongos. Pode-se dizer que foi um dos primeiros tumores
transplantados a ser descrito em literatura. Esse tumor experimental, se mantém ate os ultimos
tempos, como um transplante sucessivo no tecido subcutaneo ou no peritonio de
camundongos, possuindo duas formas de inoculacdo: forma sdlida e ascitica. (SIGIURA,
1965 apud BREHMER, 2005, p. 8). Esse tumor tem seu desenvolvimento de acordo com o
local de inoculagéo. Quando inoculado na cavidade peritoneal, 0 seu crescimento ocorre em
suspensdo, ou seja, ganha o nome de ascitica. J& quando a inoculacéo ¢é realizada no tecido
subcutaneo, seu crescimento é efetuado na forma sdlida. (GUERRA, 1983).

Num periodo de inoculagdo de aproximadamente sete dias, apdés um exame

macroscopico, apresenta-se como forma palpavel, com consisténcia firme, coloracéo



16

esbranquicada, aspecto homogéneo e brilhante, pouco aderente aos planos profundo e
relativamente mdvel. Ja para forma ascitica do tumor, apds o mesmo periodo de inoculacéo,
sua massa, se caracteriza pela presenca de grande quantidade de fluido discretamente viscoso
e de aspecto leitoso. (GUERRA, 1983). “Apds o décimo dia de inoculagéo intraperitoneal do
tumor, cerca de 90% das células peritoneais sdo células tumorais [...]” (GUERRA, 1983;
FECCHIO et al., 1990; SANTOS-BERGAMI, 2004 apud BREHMER, 2005, p. 20).

Para estudos e pesquisas, “a vantagem de utilizacdo de neoplasias transplantiveis, em
comparacdo as demais recai sobre o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas
iniciais das celulas tumorais a serem inoculadas e sobre o desenvolvimento répido da
neoplasia, que restringe o tempo de estudo [...]” (SILVA et al., 2006 apud AZEVEDO, 2007).

O efeito medicinal de plantas tem relagdo com o conjunto de todas as substancias
presentes nestas, com os metabdlitos secundarios vitaminas, sais minerais, resinas, entre
outros que age juntamente com o principio ativo melhorando o efeito. A explicagdo para essa
melhora é que as demais substancias podem facilitar a absorcdo e o aproveitamento do
principio ativo pelo organismo (RIGUEIRO, 1992 citado por ROMANI, 2013).

Dentre essas plantas com a¢do medicinal destaca-se a Morinda citrifolia popularmente
conhecida por Noni, é uma pequena arvore da familia das Rubiaceae, cuja origem se deu a
partir do sudeste asiatico, sendo levada pelo homem através da Asia Meridional, ilhas do
Oceano Pacifico, Polinésia Francesa, Porto Rico e mais recentemente a Republica
Dominicana.

Trata-se de uma pequena arvore que mede até 8 metros de altura; folhas oblongo-
ovadas de 10-30 cm de comprimento, com apice agudo e a base arredondada; flores brancas
perfumadas, dispostas em cabegas globosas ou ovais, corola tubular de aproximadamente 10
mm; fruto tipo sincarpo; isto é, conjunto de frutos soldados entre si e procedentes de flores
distintas; branco-cremoso, de forma oval, medindo de 5-7 cm de comprimento. Com seu
cheiro pouco agradavel e um sabor muito amargo, a fruta possui relatos sobre acédo
antitumoral, devido a um polissacarideo nela existente. Estudos prévios mostraram visiveis

supresséo de crescimento tumoral. (BREEN, 2004). Como representado nas figuras de 1 a 4:
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Figura L. Plania e Fruios do Noni (Morinda citifolia)  Figura 2 Flor do Nond (Morinda citrifolia)

Figura 3. Frutos Noni(Morinda cinifolia) Figura 4 Planta do Noni{(Morinda cinifolia)

FONTE: MAIA (2009)

Através de investigacdo fitoquimica de Morinda citrifolia, Castro (2011) isolou cerca
de 200 compostos, destacando como principais constituintes as antraquinonas, acidos graxos e
seus derivados, glicosideos iriddides, lignanas, neolignanas, flavondides, fenilpropandides,
sacarideos e triterpendides. O mesmo autor confere ao Noni e seus fitoquimicos,
propriedades analgésicas, antibacterianas, antiinflamatdrias, antioxidantes, antituberculosa e
preventiva para doencas cardiovasculares.

O fruto é composto por 90% de agua, e muitos dos seus componentes da matéria seca
sdo de solidos sollveis, fibras dietéticas e proteinas. A composi¢do protéica no suco de noni

corresponde a aproximadamente 11,3% da matéria seca. Enquanto os minerais correspondem
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a 8,4% da matéria seca, e se constituem principalmente de potassio, célcio, fosforo e tracos de
selénio (CHUNHIENG, 2003 citado por NASCIMENTO, 2012, p. 25).

Um dos compostos da fruta Noni, as antraquinonas séo capazes de estimular o sistema
digestorio, a ponto de aumentar o fluxo biliar, secrecBes e as tdo necessarias enzimas.
(BREEN, 2004). Gupta e Santana (2012, p. 4), dizem que “[...] o composto 1-hidroxi-2-
metoxi, 3,5-di-hidroxi antraquinona foi identificado como um potente indutor da atividade
quinona redutase”.

Substéncias antioxidantes desempenham papel importante na salde através de seus
efeitos na modulagéo dos processos oxidativos que ocorrem no organismo. A defini¢do de
antioxidante pode ser expressa como substéncias capazes de retardar ou inibir a oxidagéo de
substratos oxidaveis, podendo ser, ou ndo, enzimatico tais como: a-tocoferol (vitamina E), -
caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos fenélicos (flavonoides) (HALIWELL, 2001;
SOUSA et al., 2007).

Foram descritos recentemente dois glicosideos presentes no fruto Noni que mostraram
grande atividade inibitdria e transformagao celular induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) ou Fator de crescimento epidérmico (EGF) em linhagem de camundongos, 0s
6-O-(B-D-glucopiranosil)-1-O-octanoil-p-D-glucopiranose e acido asperulosidico, A atividade
estava associada com os efeitos inibidores destes compostos sobre a atividade de AP-1 (fator
de transcricdo eucaridtica). Esses mesmos compostos foram capazes de bloquear a
fosforilagdo de c - jun, um substrato de JNK (proteina que ajuda a regular o processo de
autodestruicéo celular), que também faz a atividade de AP-1 e a transformac&o celular. Além
disso, algumas fragdes ricas em polissacarideo tiveram resultados positivos contra neoplasias
pulmonares, principalmente o carcinoma de pulmdo de Lewis testado em ratos. Notou-se que
no caso de neoplasias mamérias, o fruto Noni induziu o composto 7,12-di-metilbenzae [a]-
antracenol (DMBA) e seu suco mostrou efeitos positivos para atividades antimutagénica
induzida em ratos. (GUPTA; SANTANA, 2012).

Sabendo-se que a fruta Noni possui efeitos antioxidantes positivos, Breen, 2004
destacou que o fruto Noni tem o poder de estimular a producéo de éxido nitrico, um gas que
tem producdo nas células do corpo e sua funcdo é de dilatar os vasos sanguineos,
normalizando a presséo arterial, melhorando assim a circulacdo e oxigenacéo, tem capacidade
de prevenir a angina pectoris e a impoténcia sexual, melhora a memoria, ajuda no combate de
radicais livres, inibe coagulacdo prematura do sangue, evita oxidar o “mau” colesterol (LDL),
previne blogueios nas artérias que causam infartos cardiacos e cerebrais. Outros destaques, é

que melhora o sistema imunoldgico contra bactérias, virus e células cancerigenas, melhorando
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a eficiéncia da comunicacéo entre células cerebrais o todo o resto do corpo e outros beneficios
destacados por eles.

Os relatos pelo mundo do isolamento de bactérias consideradas resistentes a
antibioticos vém se agravando, este problema surge, principalmente, devido a utilizacdo
demasiada e generalizada de antibidticos para o tratamento humano, além do emprego no
cuidado com animais e também na agricultura. A falta de conhecimento agrava esse
problema, pois ainda ndo se conhecem novos antibidticos que possam contornar essas
resisténcias. Diante disso, a utilizag&o de plantas e frutos pode surgir como uma op¢éo para a
descoberta de novas fontes de substancias com atividade antimicrobiana, contribuindo para
modificacdes nessas estatisticas. (RIVERA et al., 2011). O fruto noni recebe destaque em
literatura como uma planta que possua atividade antibacteriana. Existem relatos em estudos
prévios de que o fruto noni tem potencial de inibir bactérias como retirar o grifado de tudo
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus morgaii, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Helicobacter pylori, Salmonella e Shigella. (ATKINSON, 1956 citado por
CHAN-BLANCO et al., 2006). Esses efeitos antibacterianos sdo justificados devido ao fato
de essa fruta possuir compostos fendlicos, como alizarina, escopoletina e outras
antraquinonas. (ATKINSON, 1956 citado por COSTA, 2011).

Foi relatado também que o extrato obtido do fruto seco noni apresentou eficécia frente
a bactérias como P. aeruginosa, E. coli, Bacillus subtilis e mais uma descoberta, a inibicdo de
Streptococcus pyogenes (LOCHER et al., 1995).

Noni recebeu destaque em outro estudo realizado com a fragdo etanolico,
principalmente inibindo o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que
muitas vezes representam 0s principais agentes presentes em infecgdes generalizadas em
hospitais. (SADER et al., 2001).

De acordo com recentes estudos, noni possui principios ativos que contribuem para
sua acdo antibacteriana. Segundo Ramesh et al. (2012), o fruto noni possui varios metabolitos
secundarios ativos, tais como alcaldides, flavondides, saponinas e esterdides em diferentes
estdgios de maturacdo do fruto, apresentando agdo frente & Escherichia coli, abreviar
Salmonella, Klebsiella pneumoniae entre outros, os resultados obtidos neste estudo mostraram
maior relevancia com o fruto em estado de maturagdo mais avangado.

O fruto noni também apresentou atividade antifungica, frente & Trichopyton rubrum,
Microsporum canis, Trichopyton mentagrophytes, Microsporum gypsium, Trichopyton
tonsurans, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Helementho sporain, Aspergillus

flavus, Aspergillus niger, Penicillium sp., Rhizopus sp. e Fusarium sp. Noni apresentou halo
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de inibicdo de 7 mm frente a todos os fungos avaliados mesmo em baixas concentragdes
(SIDDIQUI et al., 2014).

Apesar dos inameros efeitos terapéuticos associados aos componentes extraidos de
Noni, foram visualizados apds alguns testes que a M. citrifolia, possui algumas reacdes
adversas. O suco eleva as enzimas lactato desidrogenase e a transaminase que s&o enzimas
hepéticas, pode potencializar os efeitos dos antiinflamatérios impedindo assim o crescimento
de novos vasos sanguineos. Por ter alto teor de aglcar e potassio, pode comprometer
portadores de diabetes e fazer com que a funcéo renal destes pacientes decaia. Além disso,
para 0s pacientes que estdo em tratamentos quimioterapicos ou radioterépicos, os efeitos
podem ser ainda mais devastadores por sua agdo e efeito oxidante reagir com radiagéo
ionizante e os quimioterdpicos. (NASCIMENTO, 2012).

No entanto, em experimentos com ratas Wistar (linhagem albina da espécie Rattus
norvegicus), tratadas com extrato seco do fruto Noni, Muller (2007), observou que ocorreu
atividade antiestrogénica e auséncia de efeitos adversos sobre as prenhes quando administrado
no periodo de pré-implantacdo, porém afetou o desenvolvimento pré-natal promovendo
aumento dos indices de absor¢do, fazendo com que surgissem fetos pequenos e a presenga de
hérnia umbilical. Outro relato deste estudo foi a auséncia de alteragdes no desenvolvimento
geral quando o extrato foi administrado durante a prenhez e auséncia toxicoldgica. Ja para as
ratas que foram manipuladas com o extrato seco (aquoso) da fruta, observou-se um
desenvolvimento imaturo no periodo gestacional e no mecanismo de parturigdo. Assim, Gupta
e Santana (2012), destacam que “[...] N&o é aconselhavel & administragdo durante a gravidez,
especialmente durante o Gltimo més, devido a constatacdo de efeitos relaxantes em torno do
musculo uterino.”

Para pacientes com doenca renal cronica, que apresentam insuficiéncia renal com taxa
de filtracdo glomerular inferior a 15 e que necessitam de hemodialise, o consumo do suco da
fruta Noni ndo é recomendado, pois possui um alto teor de potéssio, o que pode contribuir
para o desenvolvimento de hipercalemia. (GUPTA; SANTANA, 2012). O suco apresenta
cerca de 56mg/L de potassio, valor que é considerado alto para portadores de problemas
renais, e aqueles que o consomem e possuem esse problema, ndo sdo capazes de eliminar essa
concentragdo de potassio. (MUELLER et al., 1999 apud NASCIMENTO; 2012, p. 23).

Mesmo com recomendagfes de uso e formas de manuseio desta fruta, os relatos de
efeitos adversos ainda persistem devido ao consumo de M. citrifolia, sendo um dos principais,
a hepatotoxicidade causada, inclusive pela ingestdo de seu suco. (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, 2007).
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Dentre as pesquisas que ganharam destaque nos informativos da ANVISA esta a
descrita por Millonig et al. 2005, citado por ANVISA, 2007, p.5, como o relato do primeiro

caso de hepatotoxicidade causado pelo suco Noni:

[...] Um homem de 45 anos foi encaminhado a Divisdo Clinica de Gastroenterologia
e Hepatologia da Universidade Médica de Insbruque, Austria, por apresentar niveis
elevados de transaminases. A anamnese conduzida revelou que o paciente ndo
utilizava medicamentos e bebidas alcodlicas de forma regular e os exames
conduzidos descartaram as provaveis causas patologicas do aumento das
transaminases. Posteriormente, o paciente admitiu que estava ingerindo diariamente,
nas Ultimas semanas, um copo de suco de noni. O relato sugeriu uma reagdo de
hepatotoxicidade por drogas, o que foi confirmado por uma biopsia hepatica. O
paciente interrompeu imediatamente o consumo do produto e em um més os niveis
de transaminases estavam normalizados.

Apos este primeiro caso, pesquisadores estudaram a fundo o potencial da fruta Noni
para descobrir se 0s casos de hepatotoxicidade teriam mesmo ligagdo com o consumo do suco
de Noni. Com o passar do tempo, outros casos foram descobertos. Andrada et al., 2007 citado
por ANVISA, 2007, p.4 destacaram a influencia do suco Noni como causadores de

hepatotoxicidade:

[...] “consumo de uma preparagdo de noni ao desenvolvimento de hepatotoxicidade
grave em uma mulher de 33 anos foi identificado na Espanha. A paciente com dor
abdominal foi hospitalizada e os exames conduzidos sugeriram um quadro de
hepatite aguda. Apds a exclusdo das causas reconhecidas de hepatite aguda, a equipe
médica suspeitou de hepatotoxicidade causada por farmacos. A paciente confirmou
gue duas semanas antes, em sua viajem ao Equador, consumiu durante varios dias
um preparado conhecido como Noni. Os autores classificaram como “provavel” a
relacdo de causalidade entre o consumo da preparagdo de noni e a doenca hepatica.
Em poucas semanas, as alteracdes bioquimicas e os sintomas desapareceram.”

Diante de inimeros casos, a ANVISA (2007, p. 5), considera que com o “[...] intuito
de proteger e promover a salde da populacdo, os produtos contendo Noni ndo devem ser
comercializados no Brasil como alimento até que os requisitos legais que exigem a
comprovagdo de sua seguranga de uso sejam atendidos.”

Assim, a importancia deste estudo estd na obtencdo de diferentes extratos a partir do
fruto Noni e investigacdo de suas possiveis acOes terapéuticas frente ao desenvolvimento

tumoral e bacteriano.
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2 JUSTIFICATIVA

O numero de casos de neoplasias, ndo s6 no Brasil, mas em todo o mundo, vem
aumentando, e novas técnicas e formas para combaté-las estdo surgindo para assim diminuir
os indices dessa doenca que afeta diversas pessoas. Com pesquisas para novos tratamentos,
principalmente as de plantas consideradas medicinais, pode-se ter a chance de fazer com que
esses nimeros decaiam. Além disso, a atividade antimicrobiana de plantas medicinais vem
ganhando destaque. Dentre as plantas investigadas quanto ao suposto potencial antitumoral e
antimicrobiano encontra-se a Morinda citrifolia, no entanto, pesquisas que busquem validar

estes possiveis efeitos e assegurar seu uso séo fundamentais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBETIVOS GERAIS

Auvaliar a atividade antitumoral dos extratos etandlico e etéreo do fruto de M. citrifolia
frente ao tumor ascitico de Ehrlich (TAE) inoculado em camundongos suigos e avaliar a

atividade antibacteriano destes.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Auvaliar o comportamento dos extratos etandlico (compostos fendlicos) e etéreo (dleos
essenciais) obtidos dos frutos da Morinda citrifolia quanto ao desenvolvimento do

tumor ascitico de Ehrlich (TAE), em camundongos sui¢os machos;

> Auvaliar a atividade antibacteriana dos extratos etandlico (compostos fenolicos) e etéreo
(6leos essenciais) do fruto de M. citrifolia através da técnica de microdiluicdo em caldo
para determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e determinagdo da

Concentragdo Bactericida Minima (CBM).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS
4.1.1 Obtencéo dos frutos de Morinda citrifolia

Para realizacdo desta pesquisa, obteve-se o fruto Noni, sendo que este foi
encaminhado para o Herbario da Universidade Sagrado Coragdo — USC, onde realizou-se a
identificacdo botanica. Em seguida, os frutos foram acondicionados em estufa com circulagédo
de ar para secagem a 45°C. O material seco foi pulverizado em moinho de facas. As etapas da

transformacdo dos frutos in natura em droga vegetal estdo representadas na Figura 5.

Figura 5 - Etapas da transformacéo dos frutos in natura em droga vegetal. A: Frutos in natura; B: Higienizagéo dos frutos; C:
Secagem em estufa com circulagéo de ar a 45°C; D: Moinho de facas para pulverizacéo; E: Droga vegetal seca e pulverizada.
FONTE: Arquivo préprio.

4.1.2 Obtencdo da fragdo de acetato de etila e extrato etéreo do fruto de M. citrifolia

Foram pesados 15g da droga vegetal e misturados com agua destilada (qsp), agitada a
temperatura ambiente, até completa dissolucéo. A solucdo resultante foi filtrada e transferida
para funil de separacgdo e extraida com acetato de etila (5 x 25 mL). As fases organicas foram
reunidas em béquer, secas com sulfato de sodio anidro, concentradas até secura em
evaporador rotatorio a vacuo (temperatura de 40°C). Os processos de extraces estdo expostos
na Figura 6.
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Figura 6 - Etapas de extrac8o da fracdo acetato de etila: A: Mistura do extrato seco e pulverizado dos frutos com agua (qsp);
B: Filtracéo da solucdo; C:Adicéo do solvente acetato de etila; D: Filtracdo do extrato etan6lico com sulfato de sédio anidro;
E: Evaporacéo do solvente em evaporador rotatorio a vacuo; F: Extrato da fragdo de acetato de etila bruto ap6s evaporagéo do
solvente.

FONTE: Arquivo préprio.

Segundo Simdes et al. (2003), os 6leos essenciais de uma planta podem ser extraidos,
preferencialmente, com solventes apolares, como o éter, havendo também as extracdo de
outros compostos lipofilicos. De acordo com este fundamento, o extrato etéreo foi obtido com
a utilizacdo do extrator de Soxhlet, sendo adicionado ao baldo de fundo redondo 250 mL de
éter (solvente). Foram confeccionados cartuchos contendo 15g da planta seca e pulverizada
em papel manteiga que em seguida foram acoplados ao extrator. Ap6s a padronizacdo da
temperatura de evaporacdo do éter (35°C) a extracdo foi realizada durante 4 horas.
Posteriormente fez-se a evaporacdo do solvente em capela de exaustdo para obtencdo do

extrato etéreo bruto. A Figura 7 ilustra essas etapas da extragdo.
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Figura 7- Etapas de obtencdo do extrato etéreo do fruto Noni: A: Pesagem do extrato seco e pulverizado; B: Confeccéo dos
cartuchos em papel manteiga: C: Acondicionamento dos cartuchos no dispositivo do Extrator de Soxhlet; D: Extraco a 35°C
por 4 horas com solvente éter; F: Extrato etéreo acondicionado em capela para evaporagdo do solvente; G: Aspectos do 6leo e
obtido do fruto apds evaporacéo do éter.

FONTE: Arquivo proprio.

4.2 TESTE in vivo: NEOPLASIA
4.2.1 Grupos experimentais

Para o presente estudo utilizou-se 22 camundongos suicos, machos adultos, concedidos pelo
Biotério da Universidade do Sagrado Coracdo — USC — Bauru/SP. Segue abaixo, informacdes
relevantes deste grupo para estudo. Neste projeto foi padronizado um nimero de 4 a 6

camundongos para cada grupo. Estes foram divididos em:

v' Grupo Controle com Agua (GNCA, n — 5): Foi padronizada a administracdo de 0,2

mL por dia, administrada por gavagem;
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v Grupo Controle Agua com Tween 80 (GNAT, n — 4): O veiculo aquoso foi
manipulado com 2 mL de 4gua destilada associada a 1 gota de Tween 80. Cada animal

recebeu 0,2 mL deste veiculo por gavagem;

v" Grupo Dosagem com extrato etéreo (GNFO, n — 6): 0 extrato etéreo foi preparado
na concentracdo de 500mg por dia. A dose foi convertida para o peso médio dos

animais e concentrada em 0,2 mL de 4gua com Tween 80, administrado por gavagem;

v" Grupo Dosagem com fragdo de acetato de etila (GNFF, n — 6): a fracdo acetato de
etila foi preparado na concentragdo de 500mg por dia. A dose foi convertida para o
peso medio dos animais e concentrada em 0,2 mL de &gua, administrado por gavagem.
Durante a fase experimental, os camundongos ficaram no Biotério da Universidade do

Sagrado Coragéo — USC — Bauru/SP, onde receberam racéo balanceada e 4gua Ad libitum.

Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno (4 a 6 animais por gaiola), sendo
mantidos em recinto com controle de temperatura (£ 25°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas.
Para a administragdo, os animais foram manuseados cuidadosamente, num ambiente isento de
barulho para reduzir o stress dos grupos tratados.

O projeto foi avaliado pela Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/USC,

registrado com o protocolo n° 21/14 (Anexo A).
4.2.2 Manutencdo do Tumor Experimental de Ehrlich

Para o estudo, utilizou-se o tumor de Ehrlich, neoplasia transplantvel originaria de
carcinoma mamario de camundongos machos. Apresentando na forma ascitica, mantido no
Biotério da Universidade do Sagrado Coracdo — USC — BAURU/SP. As células neoplésicas

foram mantidas in vivo, através do implante de 10° células tumorais por via intraperitoneal.

4.2.3 Implante tumoral e Obtencé&o do lavado Peritoneal

Apbs a obtengdo das células tumorais, estabeleceu-se a concentragdo de 10%/mL e cada
animal foi inoculado por via intraperitoneal com volume de 0,1 mL da suspensdo. Apds sete
dias de administragdo dos 4 diferentes grupos de tratamento, os animais do experimento
foram eutanasiados, sendo submetidos ao uso do anestésico inalatério Isoflurano 100 mL.
Previamente em seguida, com auxilio de seringa descartavel foram inoculados 3mL de

solucdo fisiologica estéril na cavidade peritoneal. O abdémen do animal foi massageado e
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posteriormente realizado uma incisdo no abddémen com o objetivo de se introduzir uma pipeta
e recolher o lavado peritoneal. As etapas da obtencdo do lavado peritoneal estdo representados

na figura 8.

Figura 8 - Etapas para obtencdo do lavado peritoneal — A: Incisdo abdominal; B: Localizacdo da regido peritoneal; C:
Obtencéo do lavado de células tumorais; D: Armazenado em tubos de fundo conico para contagem das células tumorais.
FONTE: Arquivo préprio.

4.2.4 Contagem das células neoplésicas

Apos a remocdo do lavado peritoneal, realizou-se diluicdo da suspensao de células na
proporcao de 1:100, sendo separada uma aliquota das células tumorais que foram contadas em
camara de Neubauer, com auxilio de microscopio éptico e contador de células manual.
Previamente a contagem adicionou-se o corante Azul de Trypan, para melhor visualizar as

células tumorais vivas e mortas.

4.2.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente. Empregou-se o teste t-Student,

com valor de significancia de p<0,05.

4.3 TESTE in vitro: ANALISE MICROBIOLOGICA

4.3.1 Determinacéo da atividade antibacteriana
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As técnicas descritas na anélise microbioldgica foram realizadas segundo QUEIROZ

et al. (2014), com modificagdes.
4.3.2 Linhagens de micro-organismos

Foram utilizados micro-organismos fornecidos pelo Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ): Escherichia coli (INCQS 00182), Pseudomonas aeruginosa (INCQS 00026),
Staphylococcus aureus (INCQS 00015), Streptococcus pyogenes (INCQS 00079). Todos

estdo armazenados no Laboratério de Biociéncias da Universidade do Sagrado Coracéo.

4.4 DILUICOES DOS EXTRATOS
4.4.1 Diluicdo da fragéo de acetato de etila de Morinda citrifolia

Pesou-se 50mg da fragdo de acetato de etila com o auxilio de uma balanca analitica
digital e diluiu-se em 1000 pL de DMSO, previamente esterilizado. Em seguida, realizou-se
diluicdo 1:10 em meio de cultura caldo BHI (Brain Heart Infusion), sendo que a faixa de

concentracdo avaliada do extrato foi entre 1250-1,20 pg/mL.
4.4.2 Diluicdo do extrato etéreo de Morinda citrifolia

Pesou-se 35ug do 6leo com o auxilio de uma balanca analitica digital e em seguida
realizou-se diluicdo em 300uL de Tween 80 a 1%, previamente esterilizado. Em seguida,
realizou-se diluigdo 1:10 em meio de cultura caldo BHI, sendo que a faixa de concentragéo
avaliada do 6leo foi entre 11,6-0,005%.

4.5 PREPARACAO DAS TECNICAS PARA O ESTUDO
4.5.1 Preparo do in6culo

A escala de 0,5 de McFarland foi previamente confeccionada adicionando-se 0,5 mL
de cloreto de bério a 1% em 99,5 ml de &cido sulfirico a 1%. Em seguida transferiu-se 2 mL
dessa suspensdo para uma cubeta espectrofotométrica. A absorbéancia foi calibrada a 100% em
espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 625 nm, utilizando 4gua destilada. Em
seguida colocou-se a suspensdo do tubo 0,5 de McFarland, esperando-se obter uma
absorbancia de 0,08 a 0,1. Esta suspensdo foi utilizada para padronizagdo da suspenséo de
bactérias em numero de células por mL. Obter uma turvagdo correspondente a 0,5 da escala

de McFarland significa que h4 1,5 x 10 & cel/mL.
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As bactérias foram cultivadas por 24 h a 35+2 °C, em seguida foram suspensas em 5
mL de solucdo salina 0,9% esterilizada na escala 0,5 de McFarland. Apds, realizou-se dilui¢do
1:300 em caldo BHI, desta aplicou-se 100 pL em todos os pogos da microplaca, obtendo-se

um inéculo final de 2,5x10° cel/mL.

4.5.2 Preparo dos controles

Utilizou-se o antibidtico ampicilina como substancia controle, uma vez que as cepas
bacterianas utilizadas sdo sensiveis a sua agdo. Procedeu-se a dissolugdo de 500 mg de
ampicilina em 100 mL de 4gua destilada esterilizada, em seguida, diluiu-se 1:10 em solucéo
salina esterilizada, a concentragéo da solugdo estoque foi de 500 pg/mL, em seguida dilui-se
esta solugdo 1:10 em caldo BHI e aplicou-se 100 pL no primeiro pogo da microplaca,
realizou-se entdo diluicdo seriada sendo a faixa de concentragdo avaliada para este controle
foi de 125-0,06 pg/mL. Também foram realizados os controles de esterilidade dos meios de
cultura utilizados, controle de esterilidade da fracdo acetato de etila e extrato etéreo de
Morinda citrifolia e controle do solvente (DMSO) a partir da diluigdo 1:5 (v/v) em meio de

cultura.
4.5.3 Método de determinagédo de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

O ensaio de determinacéo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) frente a bactérias
seguiu a Norma M7-A9 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2012).
Realizou-se 0 método de determinacdo da CIM por diluicdo em caldo em microplaca de 96
orificios onde foram depositados 100 pL de caldo BHI, em seguida acrescentou-se 100 pL
das solucdes dos compostos avaliados e foram feitas dilui¢des seriadas. Apos diluicdo foram
acrescentados 100 pL das suspensdes dos micro-organismos. As microplaca foram incubadas
a 35+2°C por 24 h. Seguido o periodo de incubacéo, observou-se o desenvolvimento do
micro-organismo em relacdo ao controle negativo, isto €, controle de esterilidade do meio de
cultura. Foi considerada como CIM a menor concentragdo da fragdo acetato de etila e extrato
etéreo de Morinda citrifolia onde ndo ocorreu o desenvolvimento dos micro-organismos. Os

testes foram realizados em duplicata.

4.5.4 Método de determinagédo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para a determinagdo destas concentraches empregaram-se as séries utilizadas para a

determinagdo da CIM. Apoés o periodo de incubagdo e analise dos resultados obtidos para a
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CIM, com o auxilio de uma pipeta multicanal plagueou-se cada poco da microplaca. Utilizou-
se 0 meio Agar BHI em placa de Petri de 12 mm de didmetro que foram incubadas a 35+2°C
por 24 h. A CBMs foram entdo observadas pela auséncia ou presenca de crescimento dos
micro-organismos (QUEIROZ et al., 2014). Algumas etapas deste procedimento estdo

representadas na Figura 9.

,';J"-....- -_'.‘

Figura 9 — Etapas realizadas para a determinacdo de CIM — A: Autoclave utilizada para esterilizacdo dos materiais; B:
Preparacéo do caldo Brain-Heart Infusion Broth (BHI) utilizado na microdiluicéo e diluicdo do indculo; C: Preparagdo do
Agar Brain-Heart Infusion (BHI) para cultivo das bactérias; D: Semeadura das linhagens bacterianas em Agar BHI, que
foram incubadas por 24h, a 35+2°C em estufa; E: Realizacdo do método CIM; F: Microplaca pronta para incubacéo.

FONTE: Arquivo proprio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS EXTRATOS OBTIDOS DE M. citrifolia

A comparacdo da média de células tumorais entre os grupos controle e tratados estdo
expostas no Grafico 1. Nota-se que entre o grupo controle agua e o grupo fracdo fendlica
ocorreu um aumento de células tumorais estatisticamente significativo (p= 0,025) no grupo
tratado com a fragdo acetato de etila. O mesmo foi observado, entre o grupo controle dgua
com Tween 80 e fracdo oleosa, onde esta fracdo da fruta também aumentou a média de células

tumorais de maneira significativa (p= 0,003).
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Média de Células Tumorais (x103 / mL)

Gréfico 1: Comparagdo das médias de células tumorais entre o grupo controle 4gua (+ 78,83) e grupo fragdo acetato de etila
(+ 140,42) mostrando um aumento significativo nas células tumorais do grupo fenolico (p=0,025); entre grupo controle agua
e Tween 80 (+ 5,24) e grupo extrato etéreo (+ 54,83) mostrando aumento estatisticamente significativo na fracdo oleosa (p=
0,003). Test t-student (p <0,05).

FONTE: Dados obtidos através da pesquisa realizada.

Através dos resultados obtidos, foi evidenciado que as médias de células tumorais
aumentaram em comparagdo aos respectivos grupos controle. Segundo Wang et al.(2002), o
potencial antitumoral dos frutos de M. citrifolia ou Noni foi avaliado frente a diferentes tipos
de tumores. Através de varios testes com o suco de Noni e seus componentes, houve reducao
na formacdo de ductos de acido desoxirribonucléico com 7,12-dimetilbenzeno [a] antraceno
(ADN-DMBA) em 90% dos tumores renais, 70% hepaticos, 60% cardiacos e 50 %

pulmonares. Diante disso, uma possivel justificativa para falha no efeito antitumoral
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evidenciada no presente estudo seja o tipo de tumor experimental adotado, ou seja, 0S
componentes oleosos e fendlicos dos frutos de Noni ndo foram eficientes no combate do
tumor ascitico de Ehrlich.

Em relacdo aos veiculos adotados para incorporacao dos extratos fenélico e oleoso, a
adicdo do Tween 80 foi um diferencial necessario quanto a dissolucao da fracdo oleosa ao seu
veiculo aquoso. O Tween 80, também conhecido como polisorbato 80 € tradicionalmente
utilizado como agente tensoativo ou dispersante de medicamentos autorizado para uso
interno. Este tensoativo é muito soluvel em &gua, solventes organicos como tolueno e alcool.
(IRWIN, 2006), sendo empregado em formulagbes farmacéuticas como co-solvente,
auxiliando na solubilizacdo de farmacos lipofilicos e/ou pouco soliveis (PACKER e DA
LUZ, 2007, p. 381 a 388). Na comparacdo das médias de células tumorais entre o grupo
controle com agua destilada e o grupo controle com &gua destilada e Tween 80 foi
evidenciada reducdo significativa (p=0,021) de células tumorais no grupo com tensoativo,

conforme ilustra o Grafico 2.
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Gréfico 2 -Comparacdo das médias de células tumorais entre o grupo controle 4gua (+ 78,83) e o grupo controle agua e
Tween 80 (z 5,24), p=0,021. Teste t-Student (p<0,05).
FONTE: Dados obtidos através da pesquisa realizada.

Perante supostos mecanismos sugeridos na literatura consultada, o mais pertinente
envolve uma proteina de membrana chamada glicoproteina P (P-gP), que é expressa em
células normais do figado, rins, cérebro e trato gastrintestinal (HEBERT, 1997). Nas células
normais, ela participa de processos de absorcédo, distribuigdo, metabolismo e excrecédo de

diferentes farmacos, no entanto, também esta presente na membrana de células tumorais, onde
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participa de um mecanismo associado a resisténcia destas células a alguns quimioterépicos.
Esta glicoproteina tem a capacidade de “expulsar” quimioterapicos e no caso de células
tumorais resistentes, sua expressao na membrana aumenta a ponto de reduzir a eficacia do
quimioterapico no tratamento da neoplasia. ( KING et al., 2001, p.268 e LIU e LIU, 2001).
Segundo Woodcock et al.,(1992, p 62-68) o polisorbato 80 ou Tween 80 foi capaz de
inibir a atividade da glicoproteina P em testes realizados in vitro, aumentando a concentragdo
celular da daunorubicina, um conhecido substrato desta proteina, em culturas celulares.
Sabendo-se disso, no presente estudo, o grupo controle tratado com &gua destilada e Tween
80, supostamente pode ter desencadeado um acumulo de &gua destilada dentro das células
tumorais. A agua destilada apresenta quantidade menor de solutos removidos pelo processo de
destilacdo quando comparada as solugdes isotonicas. Diante disto, sendo a 4gua destilada um
veiculo hipotbnico, este, supostamente pode ter alterado a osmolaridade das células tumorais,
favorecendo sua destruigdo. Apesar disto, novos estudos precisam elucidar este mecanismo,

uma vez que este resultado foi inesperado, mas que segundo a literatura, é plausivel.

5.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DE M. citrifolia

Os resultados obtidos evidenciaram que a fracdo acetato de etila apresentou CIM e
CBM frente a S. pyogenes na concentracao de 1250 pg/mL e que o extrato etéreo apresentou
CIM na concentragédo de 1,45% e CBM uma concentragéo acima a 2,9% frente a esta mesma
linhagem bacteriana, porém notou-se que tanto a fracdo acetato de etila como o extrato etéreo
de M. citrifolia ndo apresentou CIM e CBM frente as outras linhagens bacterianas nas

maximas concentracdes avaliadas como representado na Tabela 1.
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Tabela 1: Atividade antibacteriana da fracdo acetato de etila e do extrato etéreo de M.
citrifolia

Fragdo acetato de Extrato etéreo controle
_ etila ] Ampicilina

orlg\g:figcr)r;os (hg/mL) ) (ng/mL)
CiM CBM CiM CBM CiM CBM
E. coli >1250 >1250 >11,6 >11,6 1,9 >125
P. aeruginosa >1250 >1250 >11,6 >11,6 7.8 >125
S. aureus >1250 >1250 >11,6 >11,6 0,24 >125
S. pyogenes 1250 1250 1,45 2,9 0,97 0,97

FONTE: Dados obtidos através da pesquisa realizada.

Destaca-se que 0s ensaios foram corretamente realizados, uma vez que os controles
mostraram-se validos. Observa-se na Figura 10 a microplaca com os controles empregados na
técnica de microdiluicdo em caldo para a determinagdo da CIM. Nas fileiras de A-D
encontram-se os controles utilizando o antibiético ampicilina. Na fileira E encontra-se o
controle de esterilidade da fracdo acetato de etila que, apesar de apresentar turvagéo,
verificou-se apds a semeadura em Agar BHI, que esta se tratava da turvagdo do proprio
extrato. Na fileira F estd o controle de esterilidade do extrato etéreo que também ndo
apresentou crescimento microbiano, sendo mais uma vez a turvagdo observada devido a
prépria cor desse extrativo. Na fileira G encontram-se os controles de esterilidade do caldo
BHI empregado nos ensaios, na fileira H encontram-se os controles de DMSO, mostrando que
este solvente ndo influenciou na agdo apresentada pela fracdo e extrato obtidos neste estudo
em relacdo a inibicdo observada, uma vez que mesmo na presenca deste houve crescimento

bacteriano.
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Figura 10 — Microplaca com os controles empregados para determinagdo da CIM; Fileira A-D: controle com ampicilina
frente aos micro-organismos avaliados nesse estudo; Fileira E: controle de esterilidade do extrato fen6lico do fruto de M.
citrifolia; F: controle de esterilidade do 6leo essencial do fruto de M. citrifolia; Fileira G: controle de esterilidade do meio de
cultura utilizado (BHI); Fileira H: controle da agéo do solvente DMSO.

FONTE: Dados obtidos através da pesquisa realizada.

ApoOs a realizagdo da leitura da CIM realizou-se a determinacdo da CBM, que é a
menor concentracdo da substdncia avaliada capaz de inativar completamente os micro-
organismos. Esta é observada quando se retira o0 micro-organismo da condicdo de tratamento e o

coloca novamente em condicdes de crescimento, como observado na Figura 11.
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Figura 11: Determinagdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM), representacdo de uma das 4 placas de Petri utilizada
para a microplaca de controle de esterilidade e com ampicilina. Fileira A: P. aeruginosa com ampicilina, houve crescimento;
Fileira B: S. pyogenes com ampicilina, ndo houve crescimento; Fileira C: E. coli com ampicilina, houve crescimento; Fileira
D: S. aureus com ampicilina, houve crescimento; Fileira E e F: controle de esterilidade da frac8o acetato de etila e extrato
etéreo do fruto de M. citrifolia, ndo houve crescimento microbiano; Fileira G: controle de esterilidade do meio de cultura
utilizado BHI, ndo houve crescimento microbiano; Fileira H: controle do solvente DMSO com crescimento normal de um dos
micro-organismos avaliados (P. aeruginosa), demonstrando que os resultados de atividade antibacteriana observado neste
estudo ndo tem relagcdo com o emprego deste solvente.

FONTE: Dado obtido através da pesquisa realizada.

A partir da observagdo dos resultados encontrados neste estudo, nota-se que a fragdo
acetato de etila e extrato etéreo de M. citrifolia ndo apresentaram resultados extremamente
siginificativos, uma vez que atuaram somente frente a S. pyogenes. Porém, ha que se
considerar que o uso de acetato de etila e do éter pode ter gerado extratos que ndo possuiam
substancias capazes de inativar micro-organismos. Silveira et al. (2011), ao fazer a preparacao
dos extratos para seu estudo, utilizou a metodologia de maceracao utilizando alcool etilico 92°
GL como o solvente principal das extracfes, obtendo portanto um extrato etandlico com
propriedade fotoquimicas diferentes das possivelmente encontrados neste trabalho, realizou a
determinacdo de CIM, encontrando resultados positivos frente a0 micro-organismo testado,
que inclui uma cepa de Staphylococcus aureus.

Usha et al. 2010, avaliou a atividade antibacteriana de 6 extratos diferentes de Noni,
sendo estes extrato: etéreo petrdleo, cloroférmio, benzeno, acetato de etila, etandlico e
aquoso, na concentracdo de 2-10mg/mL, frente a 4 micro-organismos (E. coli, S. aureus, C.
albicans, A. niger), com discos impregnados com os diferentes extratos da planta. Os

resultados sugeriram que houve um efeito crescente da zona de inibi¢gdo quando se aumentava
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a concentragdo do extrato da planta e que todos os extratos foram efetivos, onde frente a E.
coli a méxima zona de inibicdo foi observada com o extrato etér de petrdleo (halo de 20 mm
na concentracdo 10mg/mL), porém, para as outras bactérias testadas com o éter de petréleo,
benzeno e acetato de etila ndo houve a mesma relevancia.

O extrato metandlico de Noni mostrou atividade antibacteriana. Natheer et al. (2012),
realizou estudos com extrato metandlico, etandlico e de acetato de etila obtidos da fruta,
folhas e caule de Noni avaliado nas concentragdes de 12,5-100mg/mL para determinagéo de
CIM frente a seis micro-organismos e ainda pela técnica de disco difusdo com discos
contendo 100pg do extrato da fruta frente a 12 micro-organismos diferentes. Como
resultados, estes autores observaram que o extrato metanélico foi o Gnico que conseguiu inibir
todos os micro-organismos pela técnica de disco difuséo e que pela técnica de microdiluicoes
em caldo para a determinacdo da CIM foram necessérias altas concentragdes dos extratos para
inibir E. coli, Shigella flexneri, Proteus mirabilis, Pseudomonas diminuta, enterobacter
cloacae e S. aureus ATCC6538 que foram testadas.

Serafini et al. (2011) destacou em seus estudos, a baixa efetividade do extrato aquoso
obtido da M. citrifolia em testes antibacterianos. Sua avaliacdo foi realizada com bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, e 0s critérios para verificacdo da atividade antibacteriana
foram classificados e observados como CIM até 100 pg/mL como boa atividade
antibacteriana; CIM de 100 a 500 pg/mL como moderada atividade e CIM acima de 1.000
pg/mL como inatividade. O extrato passou por um processo de triagem fotoquimica onde
foram analisados quantitamente a presenca de fendis, alcaldides, taninos, cumarinas,
triterpenos, flavonoides e saponinas. Como resultados, observaram que ndo houve relevancia
em relacdo aos extratos e asbactérias testadas (Salmonella typhi, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophyla,
Micrococcus species, S. aureus e Enterococcus faecalis), com CIM nas concentragfes de
0,625 a >10. Estes autores sugeriram que a auséncia de antraquinonas, um metabdlito
importante para acdo antibacteriana desta fruta pode ter levado a estes resultados. Diante
disso, é evidente a necessidade de estudos futuros com o intuito de se esclarecer a constitui¢éo
fitoquimica dos extrativos obtidos neste estudo e elucidar as melhores acdes bioldgicas

apresentadas por estes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
Diante dos resultados obtidos, conclui-se que:

v' A fragdo acetato de etila e o extrato etéreo obtidos dos frutos da M. citrifolia

contribuiram para o0 aumento de células do tumor ascitico de Erhlich;

v O veiculo contendo agua destilada com tensoativo Tween 80 apresentou capacidade
significativa em reduzir as células do Tumor de Ehrlich em comparagdo ao veiculo

contendo somente agua destilada;

v A fracdo acetato de etila (composto fenélico) e extrato etéreo (composto oleoso) do
fruto de M. citrifolia ndo foram efetivos frente as bactérias Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, poréem foram efetivos frente ao S.

pyogenes.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE PRPPG
SAG RADO . s'reél;efgei‘}ggig
CORACAO Pés-Gractliuagéo
Lideres com coracdo

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA - USC

CERTIFICADO

PROTOCOLO N°21/14

A CEUA USC dentro de suas competéncias e seguinde normas vigentes no
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal -~ CONCEA analisou o
projeto “Avaliagdo antitumoral e toxicoldgica do extrato obtido dos frutos da morinda
citrifolia em camundongos expostos ao tumor de ehrlich”, sob a responsabilidade da
pesquisadora Prof.2 MS. Marcia Clélia Leite Marcelino e o considerou APROVADO com
a seguinte recomendag3o:

1- Eutanasia por exsanguinagdo sé pode ser realizada apds anestesia geral do

animal (CONCEA, 2013)

Bauru, 12 de Agosto de 2014.
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Presidente CEUA - USC Secretdria CEUA - USC



