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RESUMO

O estudo tem como objetivo investigar os possiveis efeitos genotdxicos e nefrotdxicos do fruto do Noni em Rattus
norvegicus. Trata-se de um estudo experimental com 50 Rattus norvegicus, com massa corporal de 200 a 250g,
distribuidos em grupos experimentais (n=10); 5 machos e 5 fémeas: controle negativo (agua destilada), controle
positivo (25 mg/kg de ciclofosfamida, i.p.) e 3 doses de extrato do fruto Noni (10; 5 e 2,5 mg/kg), por 14 dias de
tratamento. No 17° dia, os animais foram sacrificados para retirada de amostras de sangue, para dosagem sérica de
ureia e creatinina; e amostras de tecido renal, para avaliacdo de genotoxicidade com o Teste Cometa. Danos
significativos ao DNA foram observados em células renais, pelo aumento de indice e frequéncia de danos em ambos os
géneros nas duas maiores doses de Noni. Entretanto, nao houve significativo aumento do nivel sérico de ureia e
creatinina- biomarcadores de injuria renal. Dessa forma, o extrato do fruto do Noni tem potencial genotoxico de forma
dose-dependente, sugerindo riscos potenciais para a salde humana e a necessidade de se estabelecer doses seguras.
Descritores: Morinda citrifolia. Genotoxicidade. Teste cometa.

ABSTRACT

The study aimed to investigate the possible nephrotoxic and genotoxic effects of the Noni fruit in Rattus norvegicus.
This is an experimental study with 50 Rattus norvegicus with body mass of 200 to 250 g that were distributed in groups
(n = 10) of 5 males and 5 females: negative control (distilled water), positive control (25 mg / kg cyclophosphamide,
ip) and three doses of Noni fruit extract (10, 5 and 2.5 mg / kg) for 14 days of treatment. On the 17th day, the animals
were sacrificed and blood samples were withdrawn, for the urea serum and creatinine dose, and renal tissue samples
for genotoxicity evaluation with Comet test. Significant damage to DNA were observed in renal cells in both sexes at
the two highest doses of Noni. However, no significant increase in urea serum and creatinine, that are biomarkers of
renal injury. Thus, the Noni's extract have genotoxic potential of dose-dependent manner. It suggests potential risks
to human health and there is the need to establish safe doses. Descriptors: Morinda citrifolia. Genotoxicity. Comet
test.

RESUMEN

El objetivo del estudio fue investigar los posibles efectos nefrotoxicos y genotoxicos de la fruta Noni en Rattus
norvegicus. Este es un estudio experimental con 50 Rattus norvegicus con masa corporal de 200 a 250 g que se
distribuyeron en grupos experimentales (n = 10), 5 machos y 5 hembras: control negativo (agua destilada), control
positivo (25 mg / kg de ciclofosfamida) y tres dosis de extracto de fruta Noni (10, 5y 2,5 mg / kg)por 14 dias de
tratamiento. En el 17° dia, se sacrificaron los animales para sacarse las muestras de sangre, para medir los niveles
séricos de la urea y creatinina, y muestras de tejido renal para la evaluacion de la genotoxicidad con el Ensayo Comet.
Danos importantes en el ADN se observaron en las células renales, aumentando la frecuencia de indice y dafnos en
ambos sexos en las dos dosis mas altas de Noni. Sin embargo, no hubo ningin aumento significativo de urea y
creatinina, biomarcadores de lesion renal. Asi, el extracto de la fruta de la Noni tienen un potencial genotdxico de
manera dependiente de la dosis, lo que sugiere posibles riesgos para la salud humana y la necesidad de establecer dosis
seguras. Descriptores: Morinda citrifolia. Genotoxicidad. Ensayo comet.
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INTRODUCAO

Ha milhares de anos, o homem vem

utilizando os recursos da flora no tratamento de
diversas patologias. Ha relatos, por exemplo, do
uso de plantas com finalidades terapéuticas por
volta de 3.000 a.C. (TUROLLA; NASCIMENTO,
2006). As plantas medicinais sao importantes por
fornecerem matéria-prima para a sintese de
drogas, além de serem utilizadas como agentes
terapéuticos. O emprego destas é supervalorizado
no uso tradicional com base nos seus beneficios
medicinais, dessa forma, torna-se imprescindivel o
conhecimento sobre a relacao dose e efeito da
parte empregada da planta, além de suas
propriedades terapéuticas, pois existem plantas
que possuem grande potencial de toxicidade ao
organismo, mesmo em pequenas doses (BRITO,
2008).

Na regiao Nordeste do Brasil existe um
numero expressivo de plantas nativas e exoticas
com potencial fitoterapico e socioeconomico
sendo cultivadas de maneira empirica, dentre as
quais, o Noni, merecedor de uma atencao especial
devido a sua constante procura por sua possivel
acao contra varias enfermidades, dentre elas o
cancer (CHEN et al., 2009).

Morinda  citrifolia  Linn, conhecida
popularmente por Noni, € uma planta natural do
sudeste da Asia, a qual foi disseminada pelo
homem na india e nas ilhas do Pacifico até as ilhas
da Polinésia Francesa. O emprego tradicional do
Noni pelos polinésios, usado ha mais de 2000 anos,
atribui-se aos efeitos relacionados com atividade
antibacteriana,

antiviral, antifingica,

antitumoral, anti-helmintica, analgésica,
hipotensora e imunoestimulante, embora sua
eficacia, em grande parte, seja ainda

desconhecida (WANG et al., 2002).
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Em estudos com animais, o Noni
demonstrou  bloquear passos iniciais da
carcinogénese, impedir ligacao de carcindgenos ao
DNA, apresentar acaoa ntioxidantee anti-
inflamatoria (WANG et al., 2002). Todavia,
poderia apresentar possiveis efeitos maléficos,
como hepatotoxicidade (MILLONIG; STADLMANN;
VOGEL. 2005; STADLBAUER et al., 2005),
potencializacdo dos anti-inflamatoérios e efeito
antiangiogénico.

Mediante a pluralidade de efeitos, a
legislacao acerca do uso de fitoterapicos no Brasil
vem sofrendo constantes atualizacbes. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) elaborou
normas para a regulamentacdao  destes
medicamentos, iniciando com a Portaria No 6 de
1995, que estabeleceu prazos para que as
indUstrias farmacéuticas apresentassem dados de
eficacia e seguranca dos medicamentos
fitoterapicos, passando pela RDC No17 de 2000, e
a Resolucao RDC No 48, de 16 de marco de
2004,atualmente em vigor, que dispée sobre o
registro de medicamentos fitoterapicos (BRASIL,
2004).

Esta preocupacao das  autoridades
regulatdrias com a normatizacao dos fitoterapicos
propicia a avaliacao de aspectos importantes,
como a eficacia e seguranca do uso destes
produtos, como o Noni, o qual apresenta estudos
toxicolégicos limitados bem como dados de
eficacia e seguranca questionaveis, nao aprovado
pelos 6rgaos regulatorios (MILLONIG; STADLMANN;
VOGEL. 2005).

Além disso, suas propriedades fitoterapicas
carecem de comprovacao cientifica (MARQUES,
2009). Sendo assim, o presente estudo tem como
objetivo investigar os possiveis efeitos genotdxicos
e nefrotoxicos do fruto do Noni através do Teste
Cometa e testes bioquimicos em Rattus

norgevicus.
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METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental, o
qual foi desenvolvido no Centro Universitario
UNINOVAFAPI, no laboratério de Biologia Molecular
do Centro Integrado de Saude. O estudo obteve
aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro Universitario de Saude, Ciéncias Humanas e
Tecnologicas do Piaui - UNINOVAFAPI, Teresina-PI,

com o numero de protocolo: 0039/10.

Obtencao da amostra

Os frutos da planta Morinda citrifolia Linn
foram coletados no municipio de Altos, Estado do
Piaui, a latitude de 05° 02’ 20” S, longitude de
42° 27’ 39” O e a 187 m de altitude, a 42 km ao
nordeste de Teresina. A identificacao botanica foi
realizada no Nucleo de Referéncia em Ciéncias
Ambientais do Tropico Ecotonal do Nordeste -
TROPEN, Teresina - Pl, possuindo numero de
exsicata 21644 no herbario Graziela Barroso.

Os frutos foram picados, dessecados em
estufa de circulacao forcada de ar, durante oito
dias, a temperatura maxima de 45 °C (x 1). Em
seguida, o material foi triturado em moinho, tipo
Willis, obtendo-se um pd que foi acondicionado
em um frasco de vidro ambar hermeticamente

fechado e identificado.

Animais experimentais

No presente estudo foram utilizados 50
ratos da espécie Rattus norvegicus albinus,
adultos, com massa corporal de 200 a 250g,
provenientes da colonia do Biotério do Centro
Universitario de Salde, Ciéncias Humanas e
Tecnologicas do Piaui - UNINOVAFAPI, Teresina -
Piaui. Todos os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas (5 animais/caixa) com dieta de
manutencao (Labina-Purina®) e agua ad libitum,

em ambiente com temperatura de 25°C e
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fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de
escuro durante todo o experimento.

Os animais foram divididos em cinco grupos
(n=10) em igual proporcao de géneros, sendo um
grupo controle positivo, um controle negativo e
trés grupos teste. Os animais do grupo controle
negativo receberam agua destilada, via gavagem.
Os animais do grupo controle positivo receberam
25 mg/kg de ciclofosfamida por via intraperitoneal
em dose Unica e foram sacrificados apos 24h. Os
demais grupos receberam, por via gavagem,
diferentes doses de Noni (10, 5 e 2,5 mg/kg) por
14 dias 1 vez por dia, ajustadas ao peso de cada
animal, sendo 0,1 ml/100 g de peso corporal. No
17° dia, os ratos foram anestesiados por via
intraperitoneal com solucao composta por
quetamina, na dose de 40 mg/kg; e de xilazina, na
dose de 5 mg/kg de peso corporal. Os animais
foram colocados em decubito lateral em placa de
cortica para a realizacao da tricotomia abdominal,
sendo feita a assepsia com agua e sabdao e
antissepsia com solucao de iodopovidona (10% de
iodo ativo). Em seguida, foi realizada a abertura
da cavidade abdominal para coleta de sangue
venoso (5 mL) da veia porta para avaliacao de
parametros bioquimicos e coleta de fragmentos de
tecido renal para aplicacao do Teste Cometa.

Todos os procedimentos relacionados ao
uso de animais como modelo experimental foram
realizados segundo as normas preconizadas no
“Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (Institute of Laboratory Animals
Resources, National Academy of Science,
Washington, D.C., 1996), pelos principios éticos
estabelecidos pela experimentacao animal do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal - CONCEA (2008) e pela legislacao nacional
para vivisseccao animal em vigor (Lei Federal 6638
de 8 de maio de 1979).

Quantificacao sérica de ureia e creatinina
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As dosagens séricas de Creatinina e Ureia
foram quantificadas por métodos colorimétricos,
utilizando-se reagentes de Kits Labtest, conforme
os procedimentos do Guia Técnico da Labtest,
(2009).

Teste Cometa

O Teste Cometa foi utilizado em sua versao
alcalina, conforme descrito por Tice et al., (2000).
Aliquotas de 10ul das amostras de tecido renal
foram misturados com uma fina camada de
agarose “low melting” 0,75% (90 pl) e colocadas
sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a
1,5%; estas laminas foram mergulhadas em uma
solucao de lise (2,5 M Nacl, 100 mM EDTA e 10 mM
Tris, pH 10 com adicao de 1% Triton X-100 e 10%
DMSO na hora do uso), por no minimo 48 hora até
no maximo 7 dias a 4° C, para o rompimento das
membranas celulares. Em seguida, as laminas
foram incubadas em tampao alcalino (300 mM
NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por 20 minutos e
subsequente aplicacdao de uma corrente elétrica
de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos. As
laminas foram neutralizadas logo apoés a
eletroforese com tampao Tris 0,4 M, pH 7,5;
fixadas e subsequentemente coradas com nitrato
de prata como descrito por Nadin, Vargas-Roig e
Ciocca, (2001).

Os resultados foram expressos em indice de
danos (ID) e frequéncia de danos (FD). O ID foi
obtido pela avaliacao visual das classes de dano
(de 0 a 4), extraindo-se um indice que expressa 0
dano geral sofrido por uma populacdao de células
(50 células por lamina em duplicata), os nucleos
intactos aparecem redondos (classe 0 - sem dano),
ja nas células lesadas, o DNA migra do nucleo em
direcio ao anodo, durante a eletroforese,
mostrando uma  “cauda” de fragmentos
sedimentados, semelhante a um cometa e sao
classificados entre classes um (dano minimo) a
quatro (dano maximo). O ID foi calculado pela
multiplicacao do tipo de dano celular (0 a 4) pelo
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numero de células enquadradas nos respectivos
tipos de danos. Para calcular a FD, subtraiu-se o
numero de células em dano 0 pelo total de células

de cada animal (100).

Analise estatistica

Os dados foram representados como média
e desvio padrao (DP), e foram analisados pelo
programa Grapphad Prism versao 5.0, sendo
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma
via e, apds, ao pos-teste de Dunnett’s de
multiplas comparacdes, com niveis de significancia
de *P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001.

RESULTADOS

Os dados obtidos pelo Teste Cometaem
células renais de Rattus norvegicus tratados com
extrato aquoso do fruto do Noni (10; 5 e 2,5
mg/kg) evidenciaram aumento significante
(p<0,001***) do indice de danos (ID) para as doses
10 e 5 mg/kg em ambos os géneros (Tabela 1),
quando comparadas ao controle negativo (agua
destilada). Todavia, a dose 2,5 mg/kg apresentou
ID significante (p<0,05*) apenas em machos
quando comparado ao controle negativo.

Tabela 1. Genotoxicidade do extrato aquoso do fruto do Noni em celulas renais de Rattus
norvegicus avaliada com o Teste Cometa Alcalin.

Indice Danos® Frequéncia de Danog®
Tratamento Machos Fémeas Machos Fémeas
B3 | BO:o02 | 200:30 | 220434
CH
S R Y S N PR Y P v
CPA

G TEET HITIE Wi 06 BIan

Noni: 2,5 mg/ke

T T T T A I
Noni: 5 mgrke

B2+ 5 | 06,8+ 12,07 U+ 46T | 86,0+ 2,45
Honi: 10 me/ke
Media + Desvio Padrao. CN (dH,0); CPA (ciclofosfamida a 25 ma/Kg ip.). Ratos tratados
durante 14 dias com extrato aquoso de Noni, ANOVA (Dunnet's Hultiple Comparison Test).
Significancia para **P< 0,001 e *P<0,05 em relacio a0 controle negativo,

Além disso, os resultados mostraram
aumento significativo (p<0,001***) da frequéncia
de danos (FD) em machos para as 3 doses teste do

fruto do Noni, comparado ao controle negativo.
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Entretanto, apenas em fémeas tratadas com as
duas maiores doses (5 e 10 mg/kg) houve
(p<0,001**)

comparado ao controle negativo.

significativo aumento da FD

Os resultados da avaliacao bioquimica dos
parametros de ureia e creatinina, utilizados como
biomarcadores da  funcao renal, estao
apresentados na Tabela 2. Os valores de
creatinina, comparados ao controle negativo, nao
demonstraram aumento significativo nos grupos
testados, sem distincao de géneros, excetuando-se
os valores do grupo controle positivo tratados com
ciclofosfamida 25 mg/kg, os quais evidenciaram
significativa (p<0,001***) nefrotoxicidade em

ambos os géneros.

Tabela 2. Parametros bioquimicos avaliados em Rattus norvegicus em tratamento com
extrato aquaso do fruto do Noni,

Ureia® Creatinina’®

Tratamento Machos Fémeas Machos Fémeas

b33 | HBioMd  081:0,1% 06000

N
1,26 1

WAL 17 B0 11465 0107% 1,340,306
CPA

B02:1609 0 B0 120 04860214 15040142
Honi: 2,5 mg/ks

BB 0B 1662 07124015 0,876 £0,09
Honi: § mg/kg

94301005 | 50071804 0,360,181 0884008
Honi: 10 m/ke
“Media + Desvio Padrao, CN (dH,0); CPA (ciclofosfamida a 25 mo/Kg ip.). Ratos tratados
durante 14 dias com extrato aquoso de Noni. ANOVA (Dunnet's Alultiple Comparison Test).
Sianificancia para P<0,001,7P<0,01 ¢ *P<0,05 em relacdo a0 controle negativo,

A analise estatistica da dosagem sérica de
ureia nos grupos tratados com o extrato aquoso do
fruto Noni, indicou pequena elevacao dos niveis
séricos deste analito para ambos os géneros,
comparados ao grupo tratado com o controle
negativo (agua destilada). Contudo, esta diferenca
nao se mostrou expressiva, comparada aos niveis
séricos de ureia do grupo tratado com

Ciclofosfamida 25 mg/kg (controle positivo).

DISCUSSAO DOS DADOS

Varias substancias em plantas expressam
toxicidade e podem mostrar correlacao com a

incidéncia de tumores. Além disso, uma série de
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compostos altamente toxicos foram isolados a
partir de plantas (HADIJAH; NORMAH e TARMIZI,
2008). Portanto, compreender os beneficios para a
saude e a toxicidade potencial das plantas
medicinais € fundamental para promocao da saude
publica.

Morinda citrifolia possui varios compostos
ativos incluindo flavonoides, glicosideos,
vitaminas, antraquinonas, e acidos graxos poli-
insaturados. O extrato do fruto do Noni é rico em
flavonoides antioxidantes como campferol,
quercetina, rutina e em iridoides com potencial
anti-inflamatorio e antinociceptivo (SU et al.,
2005).

Em estudo duplo-cego avaliando a
seguranca do suco do fruto do Noni, patrocinado
por um fabricante e realizado em 96 voluntarios
saudaveis, nao revelaram quaisquer efeitos
adversos significativos com até 750 ml de suco de
Noni consumidos diariamente por 28 dias (WEST et
al., 2009).

Os efeitos benéficos do Noni a saude,
oriundos de determinados compostos, sao
conhecidos ha  geracées. Contudo, um
levantamento na literatura tem indicado limitadas
avaliacdes toxicologicas, o que caracteriza risco
potencial a saude de quem o consome. Alguns
estudos reportam a toxicidade do Noni tanto em
animais de laboratorio quanto em humanos que
consumiam sucos ou chas das folhas ou flores. A
exemplo destes estudos, foram registrados, na
literatura, alguns casos de hepatotoxicidade aguda
decorrentes do consumo de Noni. Stadlbauer et
al., (2005) relatam dois casos de hepatite toxica
associada ao suco de Noni (possivelmente porque a
fruta contém antraquinonas do tipo moridone e
rubiadina) onde, no primeiro caso, o paciente foi
sujeitado a transplante de figado emergencial; ja
o segundo caso, O paciente se recuperou,
espontaneamente, apds cessar o consumo de Noni.

A hepatotoxicidade parece estar associada

de forma indireta a presenca das antraquinonas no
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fruto, que formam radicais livres derivados do
oxigénio levando ao estresse oxidativo. Os radicais
livres provocam a deplecao de glutationa reduzida
intracelular e do potencial de membrana
mitocondrial, que inicia o processo de peroxidacao
lipidica e, finalmente, a morte celular (SU et al.,
2005).

Segundo Collins (2008), o Teste Cometa é
um excelente teste de genotoxicidade podendo
revelar quebras simples, duplas quebras nas fitas
do DNA, além de cross-links e sitios alcali-labeis,
sendo usualmente empregado para
biomonitoramento ambiental, ocupacionais e,
mais recentemente, para processos oxidativos do
DNA, condicionados por espécies quimicas de
poder oxidativos extrinsecos (ingeridos na dieta)
ou intrinsecos (gerado pelo processo de respiracao
celular).

O presente estudo avaliou a atividade
genotoxica do fruto do Noni, pelo Teste
Cometaem rim de Rattus norvegicus, sendo
possivel evidenciar expressivos danos genotoxicos
em células renais, em ambos os géneros apos
tratamento por 14 dias com as duas maiores
concentracoes de Noni (5 e 10 mg/kg).

Os estudos de Kadiri, Arije e Salako,
(1999), mostraram que algumas preparacdes de
plantas medicinais utilizadas em longo prazo
foram associados com lesdes renais. O rim é o
segundo o6rgao mais frequentemente afetado por
qualquer composto. Primeiro, porque recebe um
rico suprimento sanguineo, assim, as células
tubulares renais podem, portanto, tornarem-se
expostas a concentracbes de determinados
compostos que muito excedem as encontradas em
outros tecidos. Segundo, em virtude da funcao
deste 6rgao como uma rota obrigatéria de
eliminacao de drogas; se funcdes extrarrenaisde
eliminacdo nao estiverem ativadas, podera haver
acumulacado de  compostos  toxicos  com
consequente nefrotoxicidade (BLEDSOE et al.,
2008).
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Os niveis séricos de ureia e as
concentracoes de creatinina sao muitas vezes
utilizados como um indicador da funcao renal e
glomerular, estando estes aumentados em lesoes
renais (MOSHI et al., 2001). Os valores dos
parametros bioquimicos de ureia e creatinina, no
presente estudo, nao se mostraram
significativamente elevados para se considerar
uma lesao renal.

Corroboram com estas evidéncias os
estudos de Serafini et al., (2011), avaliando o
potencial toxico do extrato aquoso das folhas de
M. citrifolia administrados em roedores (5 g/kg),
0s quais, apos permanecerem por 14 dias em
tratamento, nao demonstraram significativas
alteracdes em seus parametros hematologicos e
bioquimicos, como ureia e creatinina, ou mesmo
mortalidade nos grupos testados. O mesmo
estudo, avaliando a citotoxicidade por ensaio MTT
em fibroblastos de ratos expostos as
concentracoes de 0,05; 12 e 25 mg/ml do extrato
aquoso das folhas de Noni, apresentou expressiva
citotoxicidade apenas na maior concentracao,
que, segundo o autor, seria sugestivo de efeito
dose-dependente.

Entretanto, segundo os estudos de Hadijah,
Normah e Tarmizi, (2008), em ratos tratados com
a maxima dose de suco de Noni (20%) mostraram
aumento significativo dos valores de ureia e de
creatinina, indicando a ocorréncia de lesao renal
nestes ratos. Ainda de acordo com 0 mesmo
estudo, foi observar

possivel alteracoes

expressivas na dosagem de aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) (biomarcadores de injlria hepatica).

Assim, embora a literatura apresente
estudos divergentes no tocante a seguranca no uso
do Noni, sdao necessarias maiores investigacoes
acerca dos riscos provenientes da enorme
quantidade dos constituintes ativos presentes

nestas plantas medicinais.
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CONCLUSAO

A administracao de diferentes doses do
extrato aquoso do fruto do Noni (2,5; 5 e 10
mg/kg), nao produziu efeitos nefrotdxicos em
Rattus norvegicus pelo aumento significativo de
ureia e creatinina (biomarcadores de injuria
renal). Todavia, a partir dos resultados do Teste
Cometa, o uso do fruto do Noni apresenta riscos
de instabilidade genética associados aos
componentes quimicos capazes de causar
genotoxicidade. Nossos resultados apresentaram
significancia estatistica de maior sensibilidade das
células renais de ambos os géneros em tratamento
com as duas maiores doses de Noni (5 e 10 mg/kg)
e, apenas em machos na menor concentracao do
extrato (2,5 mg/kg). Estas evidéncias salientam a
necessidade de programas de saude publica que
orientem sobre o consumo de plantas medicinais
que ainda nao tenham comprovacdes cientificas
para efeitos clinicos e de doses adequadas, como
estratégia para a manutencao da salude e

qualidade de vida humana.
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